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de	 la	mutagénesis	 letal	 in	vivo	por	 tratamiento	de	un	virus	RNA	de	plantas,	el	virus	del	
mosaico	 del	 tabaco	 (TMV)	 con	 un	 agente	mutagénico.	 Para	 ello	 infectamos	 plantas	 de	








de	 moléculas	 genómicas	 lo	 que	 disminuye	 su	 infectividad	 específica	 y	 que	 esta	 es	







En	 segundo	 lugar	 de	 esta	 tesis	 hemos	 desarrollado	 una	 herramienta	 bioinformática	
llamada	QuasiFlow	para	poder	analizar	simultáneamente	y	de	manera	sencilla,	robusta	y	
rápida	la	variabilidad	de	las	cuasiespecies	virales	a	partir	de	datos	de	NGS.	Esta	herramienta	
nos	 ha	 permitido	 reconstruir	 haplotipos	 completos,	 detectar	 genomas	 virales	
recombinantes	y	variantes	genómicas	minoritarias	presentes	en	los	espectros	de	mutantes	
de	geminivirus	en	coinfecciones	de	Tomato	yellow	leaf	curl	virus-Mld,	Tomato	yellow	leaf	
curl	 virus-IL,	 Tomato	 yellow	 leaf	 curl	Malaga	 virus	 en	 tomate.	 Además,	 hemos	 podido	












de	 las	DNA	polimerasas	de	 la	Familia	Y	de	Arabidopsis	 thaliana	en	 la	variabilidad	de	 las	
cuasiespecies	de	TYLCV.	Nuestros	resultados	apoyan	la	hipótesis	de	que	dado	que	el	DNA	
monocatenario	 es	 más	 susceptible	 al	 daño,	 estas	 polimerasas	 intervendrían	 en	 su	
reparación	llevando	a	cabo	una	acción	mutadora	sobre	él.	Además,	recientemente	se	ha	
descubierto	 en	 humanos	 una	 DNA	 primasa-polimerasa	 llamada	 PrimPol,	 con	 cierta	
actividad	 TLS	 que,	 conforme	 a	 nuestros	 resultados,	 podría	 estar	 implicada	 en	 las	 fases	






























Los	 virus	 (del	 griego	 ιός=veneno),	 junto	 con	 los	 viroides,	 son	 los	 organismos	 auto	
replicantes	más	pequeños	que	existen	en	la	Tierra.	En	su	versión	más	básica,	consisten	
simplemente	en	un	pequeño	segmento	de	ácido	nucleico	envuelto	en	un	caparazón	de	




virus	 permanece	 en	 estado	 latente.	 Durante	 este	 periodo	 dentro	 del	 virus	 no	 existe	
ningún	 tipo	de	actividad	biológica,	y	en	esencia	el	virus	no	es	más	que	una	partícula	




virus.	 En	 estas	 circunstancias	 los	 virus	 muestran	 todos	 los	 rasgos	 característicos	 de	
cualquier	organismo	vivo,	como	puede	ser	reaccionar	a	su	entorno	y	dirigir	todos	sus	
esfuerzos	hacia	la	autorreplicación	(Bândea,	1983).		



































































































huésped,	 etc.	 Todos	 estos	 pasos	 necesitan	 de	 múltiples	 interacciones	 del	 virus	 con	
numerosas	factores	celulares	que	contribuyen	a	 la	formación	de	complejos	de	ácidos	
nucleicos	y	proteínas.	En	el	caso	de	los	virus	de	plantas	de	RNA,	la	infección	comienza	
con	 la	 asociación	 del	 RNA	 viral	 a	 la	 membrana	 del	 retículo	 endoplasmático	 o	 a	
membranas	de	orgánulos	que	estén	conectados	a	este.	La	traducción	de	este	RNA	viral	
produce	factores	virales	que	interaccionan	con	ellos	mismos	y	con	proteínas	de	la	célula	
formando	 los	 complejos	 de	 replicación	 virales	 (Viral	 Replication	 Complexes,	 VRC)	
(Ritzenthaler	 and	 Hofmann,	 2007;	 Ueki	 and	 Citovsky,	 2011),	 revisado	 en	 (Heinlein,	
2015).	 Estos	 VRC	 interaccionan	 con	 el	 citoesqueleto	 de	 la	 célula	 permitiendo	 el	
movimiento	de	estos	complejos	a	través	de	los	plasmodesmos.	Los	mecanismos	por	los	








(MP)	 para	 modificar	 este	 diámetro	 de	 poro	 y	 facilitar	 el	 paso	 (Fujiki	 et	 al.,	 2006),	
(Hammond-Kosack,	2000;	Lucas,	2006).		
En	 el	 caso	 de	 virus	 de	 ssDNA,	 como	 los	 geminivirus	 bipartitos,	 se	 ha	 descrito	 la	
interacción	 entre	 la	 proteína	 vírica	 nuclear	 shuttle	 protein	 (NSP)	 y	 la	 histona	 H3,	
permitiendo	el	desplazamiento	del	DNA	viral	como	un	minicromosoma.	Además,	estos	
minicromosomas	se	han	detectado	asociados	a	túbulos	del	retículo	endoplasmático	de	
la	 célula	 infectada	 (Ward	et	al.,	 1997).	A	diferencia	de	 los	 virus	de	RNA,	 los	 virus	de	
ssDNA	necesitan	replicarse	en	el	núcleo	de	la	célula	y	posteriormente	provocar	la	salida	
de	 las	 moléculas	 virales	 de	 su	 interior.	 En	 este	 caso	 NSP	 también	 juega	 un	 papel	










del	 ciclo	 infectivo,	 están	 fuertemente	 interconectados	 y	 coordinados.	 Esta	 alta	






Esta	 evolución	 tan	 rápida	 que	 se	 da	 en	 los	 virus	 es	 consecuencia	 de	 sus	 genomas	
compactos,	elevadas	 tasas	de	mutación,	 ciclos	 replicativos	cortos	y	grandes	 tamaños	







para	 distintas	 áreas	 de	 la	 Biología.	 En	 los	 virus	 de	 plantas,	 el	 conocimiento	 de	 su	
evolución	es	esencial	para	el	desarrollo	de	estrategias	de	control,	ya	que	en	muchos	
casos,	las	metodologías	de	control	no	son	efectivas	debido	a	la	diversidad	genética	de	
las	 poblaciones	 y	 a	 su	 capacidad	 de	 evolucionar	 rápidamente	 (García-Arenal	 and	








reducen	 drásticamente	 el	 tamaño	 poblacional,	 produciendo	 la	 amplificación	 de	
subpoblaciones	 de	 genomas	 que	 pueden	 diferir	 de	 la	 población	 parental	 en	 su	
composición	 y,	 en	 consecuencia,	 alterar	 las	 propiedades	 biológicas	 del	 conjunto	
(Escarmıś	et	al.,	1996),	(Pfeiffer	and	Kirkegaard,	2006).	
Para	ampliar	su	gama	de	huéspedes,	una	población	de	virus	ya	debe	contener	alguna	
variante	 (tal	 vez	 en	 una	 frecuencia	muy	 baja	 de	 la	 población)	 que	 pueda	 infectar	 al	




cuellos	de	botella	pueden	 indicar	el	 camino	de	posibles	 intervenciones	o	determinar	










Desde	 que	 se	 tiene	 conocimiento	 científico	 de	 esta	 variabilidad	 en	 las	 poblaciones	
virales	se	han	propuesto	numerosos	nombres	para	intentar	caracterizar	a	una	población	
viral	 altamente	 variable.	 Variación	 intrahospedador,	 diversidad	 intrahospedador,	














pero	 estrechamente	 relacionados	 entre	 sí,	 que	 están	 sometidos	 a	 cambios	 en	 sus	
secuencias,	 competición	y	 selección,	 y	 cuya	unidad	de	 selección	es	 la	población	viral	
(revisado	por	Domingo	et	al.,	2012).	La	distribución	de	las	variantes	en	las	cuasiespecies	
no	es	arbitraria,	sino	que	se	centra	en	torno	a	una	secuencia	maestra,	que	define	a	la	
secuencia	dominante	en	 la	población	por	 tener	mayor	capacidad	replicativa	 (fitness).	






















cuando	 opera	 la	 selección	 negativa	 los	 mutantes	 relacionados	 con	 el	 carácter	




Figura	2.	Distribución	de	 una	 cuasiespecie	 vírica.	 La	 cuasiespecie	está	 formada	por	un	 espectro	de	
mutantes	 donde	 cada	 genoma	 de	 la	 población	 viral	 está	 representado	 por	 una	 barra	 verde	 y	 las	
mutaciones	están	representadas	con	cuadros	de	diferentes	colores.	Dentro	de	la	población	existe	una	







porque	 en	 ese	 proceso	 de	 competición	 entre	 mutantes	 del	 espectro,	 la	 selección	

















(Duffy	 and	 Holmes,	 2008).	 Finalmente,	 la	 frecuencia	 de	 mutación	 representa	 la	





































virus	 animales	 de	 ssDNA	 como	 el	 parvovirus	 autónomo	 carnívoro	 o	 el	 virus	
adenoasociado	de	primate	se	ha	observado	un	alto	grado	de	heterogeneidad	genética	









estos	 elevados	 niveles	 de	 diversidad	 genética	 que	 se	 detectaban	 en	 un	 huésped	 se	
atribuyeron	sólo	a	la	frecuente	recombinación	(Harrison	and	Robinson,	1999;	Hino	and	
Miyata,	2007).	Sin	embargo,	se	ha	demostrado	que	los	virus	de	ssDNA	parecen	tener	
tasas	de	 sustitución	muy	cercanas	a	 las	de	 los	virus	de	RNA	de	 tamaño	similar,	 si	 se	
comparan	 con	 las	 de	 los	 virus	 de	 dsDNA	 como	 los	 bacteriofagos	 de	 dsDNA,	 los	
papilomavirus	 y	 poliomavirus,	 de	mayor	 tamaño	 (10-9	 mut/nt/año).	 Dichas	 tasas	 de	










de	 adquisición	 de	 ventajas	 selectivas	 respecto	 a	 los	 genomas	 parentales.	 Se	 ha	







de	 copia	o	molde	durante	 la	 replicación	en	el	que	 la	polimerasa	 replicativa	 salta	del	




2013).	 Existen	 numerosos	 ejemplos	 que	 demuestran	 la	 existencia	 de	 fenómenos	 de	
recombinación	en	genomas	de	virus	de	RNA	y	DNA	de	plantas.	Así,	 en	virus	de	RNA	
pueden	mencionarse	casos	en	diferentes	géneros:	Luteovirus	(Gibbs	and	Cooper,	1995),	
Potyvirus	 (Bousalem	 et	 al.,	 2000;	Moreno	 et	 al.,	 2004;	 Tan	 et	 al.,	 2004),	 Tobravirus	
(MacFarlane,	1997),	Bromovirus	(Allison	et	al.,	1989),	Closterovirus	(Rubio	et	al.,	2001),	




Por	el	contrario,	 la	 recombinación	parece	ser	un	 fenómeno	muy	 frecuente	y	de	gran	
importancia	en	la	evolución	de	virus	de	la	familia	Geminiviridae	(Fauquet	et	al.,	2005;	
García-Andrés	 et	 al.,	 2006;	 2007;	Monci	 et	 al.,	 2002a;	 Richter	 et	 al.,	 2016b).	 Se	 han	










aislados	 capaces	 de	 superar	 resistencias	 genéticas	 o	 la	 ampliación	 de	 la	 gama	 de	
huéspedes	 del	 virus	 (García-Andrés	 et	 al.,	 2006;	García-Arenal	 and	McDonald,	 2007;	
Monci	et	al.,	2002a;	Ndunguru	et	al.,	2005).	De	hecho,	varias	epidemias	de	begomovirus	
se	 han	 relacionado	 directamente	 con	 la	 aparición	 de	 virus	 recombinantes:	 la	
enfermedad	del	mosaico	común	de	la	yuca	en	África	(Bull	et	al.,	2006;	Pita	et	al.,	2001),	
la	enfermedad	del	rizado	amarillo	del	tomate	(Tomato	yellow	leaf	curl	disease,	TYLCD)	
















2012).	 La	 segmentación	 ocurre	 a	 partir	 de	 la	 selección	 de	 genomas	 cortos	 cuya	
replicación	 se	 acaba	 en	 un	menor	 tiempo	 que	 el	 genoma	 completo.	 Un	mecanismo	
plausible	para	que	esto	suceda	es	que	las	deleciones	ocurran	de	forma	aleatoria	creando	
una	 complementación	 entre	 dos	 zonas	 del	 genoma,	 de	 forma	 que	 se	 genere	 una	






































1. 	Examinar	 las	bases	moleculares	de	 la	mutagénesis	 letal	 in	vivo	de	un	virus	de	






































































en	 la	 tasa	 de	 error	 durante	 la	 replicación	 de	 un	 organismo	 que	 si	 se	 traspasase,	 la	
información	genética	se	perdería	(Eigen,	2002).	En	el	caso	de	los	virus,	si	se	cruzase	dicho	
umbral	de	error	debido	a	un	exceso	de	mutaciones,	 la	estructura	en	cuasiespecie	no	
podría	mantenerse	 y	 se	 eliminaría	 la	 infección	 vírica.	 Se	 ha	 propuesto	 otro	modelo	
teórico	 alternativo	 para	 la	 mutagénesis	 letal	 que	 añade	 un	 componente	 ecológico	
basado	en	la	tasa	de	reproducción	del	virus.	No	obstante,	ambos	modelos	coinciden	en	
que	el	virus	acabará	extinguiéndose	por	exceso	de	mutaciones	(Bull	et	al.,	2006).		
Los	 primeros	 experimentos	 que	 dieron	 la	 idea	 de	 que	 la	mutagénesis	 incrementada	







de	 infectividad	del	 virus	de	 la	 inmunodeficiencia	humana	adquirida	 (HIV)	 en	 cultivos	
celulares	 en	 presencia	 de	 análogo	 de	 pirimidina	 5-hidroxidesoxicitidina	 (Loeb	 et	 al.,	






2002;	 Anderson	 et	 al.,	 2004;	Domingo	 et	 al.,	 2006;	Ortega-Prieto	 et	 al.,	 2013)	 entre	
otros.	






et	 al.,	 1996),	 se	 descubrió	 en	 infecciones	 persistentes	 en	 cultivos	 celulares,	 que	 la	
transición	a	 la	extinción	debida	al	 tratamiento	con	el	análogo	de	base	mutagénico	5-
fluorouracilo	(5-FU)	estaba	caracterizada	por	la	disminución	paulatina	de	la	infectividad	
específica	 del	 virus	 sin	 una	 concomitante	 reducción	 del	 número	 de	 moléculas	 RNA	
genómicas	del	virus	(Arias	et	al.,	2013;	Grande-Pérez	et	al.,	2005a;	2005b;	Martín	et	al.,	
2010;	Moreno	et	al.,	 2012).	 El	 análisis	de	 las	moléculas	genómicas	de	RNA	de	 LCMV	
presentaban	mayor	complejidad	genética	pero	bajo	grado	de	mutación	(Grande-Pérez	
et	 al.,	 2005a)	 y	 la	 secuencia	 consenso	 de	 la	 población	 mutagenizada	 permanecía	
invariante.	Estos	resultados	dieron	pie	al	desarrollo	de	un	modelo	de	mutagénesis	letal	
denominado	 modelo	 de	 “defección	 letal”.	 Este	 modelo,	 obtenido	 tanto	 por	
aproximaciones	 in	silico	como	experimentales	en	el	sistema	de	LCMV,	contempla	dos	
vías	a	la	extinción.	En	la	primera	una	baja	actividad	mutagénica	enriquece	al	espectro	de	
mutantes	 en	 genomas	 virales	 mutados	 capaces	 de	 replicarse,	 denominados	
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este	 sentido,	 en	 apoyo	 del	 modelo	 de	 defección	 letal	 para	 la	 extinción	 vírica	 por	
mutagénesis	incrementada	se	ha	observado	que	mutantes	específicos	de	la	cápside	y	de	
Figura	 1.	Representación	 esquemática	 de	 los	 eventos	 que	 conducen	 a	 la	 extinción	 de	 virus	 por	
mutagénesis	 incrementada.	 La	 imagen	 se	basa	en	el	 concepto	de	umbral	de	error	de	 la	teoría	de	
cuasiespecies.	El	umbral	de	error	se	representa	aquí	como	una	región	donde	la	fidelidad	de	copia	es	
tan	 baja	 que	 se	 produce	 la	 transición	 de	 una	 distribución	 en	 cuasiespecies	 a	 una	 distribución	 de	
secuencias	aleatorias	 carentes	de	 información.	Antes	de	 entrar	en	 el	umbral	de	 error,	 suceden	al	
menos	dos	efectos	 como	consecuencia	de	 la	disminución	 de	 la	 fidelidad	de	 copia:	defección	 letal	
seguida	 de	 letalidad	 manifiesta	 de	 la	 cuasiespecie.	 La	 interferencia	 producida	 por	 moléculas	












Tomato	 aspermy	 virus	 mantiene	 en	 su	 espectro	 de	 mutantes	 un	 mutante	 letal	 por	













documentado	aumentos	de	 la	 frecuencia	de	mutación	de	HCV	 (Asahina	et	 al.,	 2005;	
Dietz	et	al.,	2013),	aunque	otros	estudios	no	han	asociado	 la	actividad	antiviral	de	 la	
ribavirina	con	un	aumento	de	la	tasa	de	error	del	virus	(Chevaliez	et	al.,	2007;	Lutchman	
et	 al.,	 2007).	 Otro	 análogo	 mutagénico,	 el	 5-FU,	 fue	 capaz	 de	 prevenir	 in	 vivo	 el	
establecimiento	 de	 una	 infección	 persistente	 del	 LCMV	 de	 ratón	 (Ruiz-Jarabo	 et	 al.,	
2003).	Por	otro	 lado,	después	de	 los	 resultados	obtenidos	por	 (Loeb	et	al.,	 1999)	de	








gemcitabina	 (2’-desoxi-2’,2’-difluorocitidina),	 un	 inhibidor	 de	 la	 ribonucleótido	










otro	 análogo	 de	 base	 con	 capacidad	 mutagénica,	 el	 favipiravir	 (5-Fluoro-2-oxo-1H-
pirazina-3-carboxamida)	(Arias	et	al.,	2014;	Yamada	et	al.,	2016).	Este	análogo	aumentó	
el	número	de	mutaciones	en	el	RNA	vírico	y	 redujo	 la	carga	de	norovirus	en	 ratones	
produciendo	en	algunos	casos	la	extinción	del	virus.		




complejidad,	 un	 coste	 muy	 elevado	 y	 el	 requerimiento	 de	 una	 mano	 de	 obra	 muy	
especializada.	Además	de	estas	limitaciones	la	experimentación	con	animales	posee	una	
carga	 ética	 añadida	 que	 dificulta	 grandemente	 su	 realización.	 En	 esta	 Tesis	Doctoral	
hemos	 elegido	 un	 sistema	 experimental	 de	 virus	 de	 plantas	 para	 estudiar	 las	 bases	
moleculares	de	 la	mutagénesis	 letal.	La	experimentación	con	plantas	permite	 llevar	a	
cabo	 estudios	 de	 los	 aspectos	 básicos	 de	 virus	 cuyos	 hospedadores	 son	 organismos	
pluricelulares	 eucariotas	 ya	 que	 se	 trabaja	 con	 el	 organismo	 completo	 sin	 grandes	
impedimentos	 ni	 implicaciones	 éticas.	 Además,	 se	 ha	 demostrado	 que	 los	 virus	 de	









mosaic	 virus,	 TMV)	está	en	el	origen	de	 la	Virología	 como	una	 rama	de	 la	 ciencia.	A	
finales	 del	 siglo	 XIX,	 Adolf	 Mayer,	 director	 del	 Agricultural	 Research	 Station	 de	






de	 esta	 enfermedad	 era	 un	 “agente	 filtrable”.	 Sin	 embargo,	 Ivanowsky	 concluyó	
erróneamente	que	el	 agente	 causal	 era	una	 toxina	o	un	agente	bacteriano	 capaz	de	
pasar	a	 través	del	 filtro	Pasteur-Chamberland.	Fue	Martinus	Beijerink	de	 la	Technical	
School	 de	Delft,	el	que	 repitiendo	y	ampliando	esos	estudios	de	 filtrado	dio	un	 salto	








Bawden,	 1936;	 Stanley,	 1935).	 También	 fue	 el	 primero	 para	 el	 que	 se	 determinó	 la	






de	 nuevas	 técnicas	 y	 conceptos	 en	 la	 virología	 de	 plantas	moderna.	 Por	 ejemplo,	 el	
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desarrollo	 de	 técnicas	 para	 la	 obtención	 de	 protoplastos	 para	 posteriormente	
infectarlos	con	TMV	(Aoki	and	Takebe,	1969);	el	descubrimiento	del	movimiento	célula	


























































de	 los	 cuales	 (los	 dos	 últimos)	 forman	una	 estructura	 similar	 a	 un	RNA	 transferente	













































por	 la	 eliminación	 de	 algunas	 subunidades	 de	 la	 CP	 que	 envuelven	 al	 virión	 y	 que	
contienen	el	 extremo	5’	 terminal	 del	 genoma	de	 TMV	 (Mundry	 et	 al.,	 1991;	Wilson,	
1984).	Después	de	este	proceso,	se	desensamblan	tres	cuartas	partes	del	virión	dejando	
el	 genoma	 disponible	 para	 que	 los	 ribosomas	 traduzcan	 de	 forma	 simultánea	 las	
proteínas	126K	y	183K	(Shaw	et	al.,	1986;	Wilson,	1984;	Wu	et	al.,	1994).	A	continuación	
se	produce	otro	desensamblaje,	esta	vez	en	dirección	3’	a	5’	asociado	a	la	síntesis	de	la	
cadena	 complementaria	 de	 sentido	 negativo	 (Wu	 and	 Shaw,	 1997).	 Después	 del	
desensamblaje	inicial,	las	proteínas	126K	y	183K	son	traducidas	directamente	desde	el	




la	proteína	126K	está	 incluida	en	el	extremo	amino	 terminal	de	 la	proteína	183K.	 La	
eficiencia	del	salto	de	codón	regula	la	expresión	relativa	de	ambas	proteínas.	


















cantidad	 que	 el	 RNAsg	 de	 CP	 y	 se	 traduce	 para	 dar	 la	 proteína	 MP.	 Estudios	
computacionales	 así	 como	 de	 complementación	 usando	 virus	 mutantes	 y	 plantas	
transgénicas	que	expresan	la	MP	mostraron	que	es	la	única	proteína	viral	esencial	para	
el	 movimiento	 de	 célula	 a	 célula	 (Deom	 et	 al.,	 1987;	Meshi	 et	 al.,	 1987).	 La	 CP	 sin	





cantidad,	 decreciendo	 su	 expresión	 en	 estadios	 tardíos	 de	 la	 infección	 (Atkins	 et	 al.,	
1991;	Dawson	and	Lehto,	1990).	
El	RNAsg	de	mayor	tamaño	encontrado	en	células	infectadas	con	TMV	codifica	para	una	
proteína	 teórica	 de	 54	 KDa	 cuya	 secuencia	 sería	 la	misma	 que	 el	 dominio	 carboxilo	
terminal	 de	 la	 proteína	 183K,	 aunque	 esta	 proteína	 nunca	 se	 ha	 hallado	 en	 células	
infectadas	(Carr	et	al.,	1992;	Sulzinski	et	al.,	1985).	
Todos	estos	eventos	replicativos	de	TMV	ocurren	asociados	a	la	membrana	del	retículo	
endoplasmático	 (RE)	 perinuclear	 (Figura	 5),	 donde	 los	 distintos	 elementos	 del	
citoesqueleto	interaccionan	con	el	complejo	RNA/RdRp.	Los	RNA	virales	actúan	como	
RNAm	traduciendo	en	primer	 lugar	 la	MP,	esta	permanece	unida	 con	el	RNA	viral	 al	
complejo	RNA/RdRp,	dando	lugar	a	la	formación	de	estructuras	alargadas	derivadas	del	
RE.	En	este	punto,	la	distribución	del	RNA	viral	está	determinada	por	un	equilibrio	entre	
la	 formación	 y	 ensanchamiento	de	 las	mencionadas	 estructuras	 y	 el	movimiento	del	
complejo	hacia	la	región	periférica	de	la	célula	infectada.	Una	vez	ubicado	el	complejo	





responsables	del	 transporte	del	 complejo	a	 través	de	 los	plasmodesmos	 (Guenoune-
Gelbart	et	al.,	2008;	Más	and	Beachy,	1999).	
3.4. Mutagénesis	química	de	TMV	










cadena	negativa	que	permanece	asociada	al	 RE.	 (3)	 Las	uniones	del	 complejo	RdRp/ARNv/MP	se	
estabilizan	por	medio	del	anclaje	de	MP	a	 los	microfilamentos	asociados	al	RE.	 (4)	A	partir	de	 los	
microtúbulos	se	forma	un	sistema	de	transporte	del	complejo	RNAv/MP	que	lleva	dicho	complejo	a	
















de	 las	 mutaciones.	 Asimismo,	 se	 han	 empleado	 mutágenos	 para	 inducir	 mutantes	
sensibles	 a	 la	 temperatura	 (ts),	 principalmente	 en	 TMV,	 lo	 que	 ha	 contribuido	
notablemente	 a	 la	 comprensión	 de	 las	 funciones	 in	 vivo	 del	 genoma	 viral.	 Se	 han	
empleado	 también	 como	 fuente	 de	 cepas	 de	 virus	 de	 menor	 virulencia	 (mild)	 para	
control	de	enfermedades	por	protección	cruzada	con	dichos	mutantes	debilitados	(Hull,	
2013).	Gierer	y	Mundry	(Gierer	and	Mundry,	1958)	mostraron	que	tratamientos	de	TMV	







Tratamientos	 con	 5-FU	 in	 vitro	 redujeron	 hasta	 el	 90%	 de	 la	 infectividad	 de	 TMV	
(Dawson	and	Boyd,	1987;	Dawson	and	Lozoya-Saldana,	1984;	Dawson	and	Painter,	1978;	
Dawson	 et	 al.,	 1976;	 Holmes,	 1955)	 y	 presentaron	 resultados	 matemáticos	 y	





aunque	 sí	 disminuía	 un	 10-20%	 la	 infectividad	 específica	 de	 TMV	 extraído	 de	
protoplastos	tratados	con	TU,	si	se	comparaba	con	la	de	TMV	de	protoplastos	sin	tratar.	
El	número	de	células	infectadas	en	hojas	tratadas	con	TU	disminuía	en	un	60%	a	un	70%	
con	 respecto	 al	 hojas	 no	 tratadas.	 Estos	 estos	 autores	 sugirieron	 que	 el	 TU	 podía	















mecanismo	 de	 transporte	 del	 uracilo.	 El	 5-FU	 una	 vez	 dentro	 de	 la	 célula	 es	
transformado	 en	 tres	metabolitos	 activos:	 fluorodeoxiuridina	monofosfato	 (FdUMP),	
fluorodeoxiuridina	 trifosfato	 (FdUTP)	 y	 fluorouridina	 trifosfato	 (FUTP).	 Estos	




anillo	 atraiga	 electrones	 de	 otros	 átomos,	 de	 forma	 que	 la	 molécula	 adopta	 la	











principales	 metabolitos:	 fluorodeoxiuridina	 monofosfato	 (FdUMP),	 fluorodeoxiuridina	 trifosfato	
(FdUTP)	 y	 fluorouridina	 trifosfato	 (FUTP).	 El	 principal	 mecanismo	 de	 activación	 del	 5-FU	 es	 su	
conversión	a	fluorouridina	monofosfato	(FUMP),	bien	directamente	a	través	de	la	orotato	fosforribosil	
transferasa	(OPRT)	con	fosforribosil	pirofosfato	(PRPP)	como	cofactor,	o	indirectamente	a	través	de	
fluorouridina	(FUR)	mediante	 la	acción	secuencial	de	 la	uridina	fosforilasa	(UP)	y	 la	uridina	quinasa	
(UK).	 A	 continuación	 el	 FUMP	 es	 fosforilado	 a	 fluorouridina	 difosfato	 (FUDP),	 que	 puede	 ser	

































Se	 ha	 descrito	 que	 el	 5-FU	 es	 capaz	 de	 inhibir	 la	 timidilato	 sintasa	 (TS)	 de	 la	 célula	
hospedadora.	 La	 TS	 cataliza	 la	 metilación	 del	 deoxiuridina	 monofosfato	 (dUMP)	 a	













de	dUMP,	 lo	que	conduce	a	un	 incremento	en	 los	niveles	de	desoxiuridina	 trifosfato	
(dUTP),	 pudiendo	 incorporarse	 junto	 al	 FdUTP	 al	 DNA.	 La	 reparación	 de	 estas	
incorporaciones	de	uracilo	y	5-FU	a	las	cadenas	de	DNA	las	lleva	a	cabo	la	uracil-DNA-
glicosilasa	 (UDG).	 Sin	 embargo,	 esta	 enzima	 en	 presencia	 de	 un	 ratio	 alto	 de	























extinción	 del	 virus	 por	 la	mutagénesis	 letal.	 Este	 sistema	 nos	 pareció	 adecuado	 por	
varios	 motivos.	 En	 primer	 lugar,	 la	 heterogeneidad	 genética,	 compatible	 con	 una	





variación	 natural	 de	 TMV	 tras	 sucesivos	 pases	 seriados	 en	 el	 mismo	 hospedador	
(Sacristán	et	al.,	2003)	u	otros	hospedadores	(Schneider	and	Roossinck,	2001).	Por	otro	




de	 hipersensibilidad	 traducida	 en	 lesiones	 locales	 en	 el	 lugar	 de	 inoculación.	 Esto	
permite	 emplear	 este	 hospedador	 para	 obtener	 clones	 biológicos	 y	 cuantificar	 virus	

















































Para	el	 análisis	de	 los	niveles	 intracelulares	de	 ribonucléotidos	 trifosfato	 (NTPs)	 y	de	
fluorouracilo	 trifosfato	 (FUTP)	 se	 utilizaron	 cultivos	 celulares	 de	 Nicotiana	 tabacum	
Bright	Yellow-2	(BY-2)	(DSMZ	PC-1181)	crecidos	a	partir	de	callos	BY-2	como	los	que	se	
muestran	en	la	Figura	2.	Estas	células	BY-2	se	caracterizan	por	un	rápido	crecimiento,	de	
hasta	 100	 veces	 la	 concentración	 inicial	 en	 una	 semana	 en	 condiciones	 de	 cultivo	
óptimas,	y	son	utilizadas	comúnmente	como	modelo	en	estudios	celulares	de	plantas.		
1.3. Cepas	bacterianas		





Especie	 Cepa	 Genotipo	 Observaciones	
Escherichia	
coli	
DH5α	 fhuA2	 lac(∆)U169	 phoA	
glnV44	 Φ80'	 lacZ(∆)M15	
gyrA96	 recA1	 relA1	 endA1	
thi-1	hsdR17	
Cepa	 receptora	 utilizada	 para	 la	
clonación	de	fragmentos	de	ADN	y	en	la	











Este	 clon	 infectivo	 se	 inoculó	 en	 el	 hospedador	 de	 lesiones	 locales	 N.	 tabacum	 cv	
Samsun	NN.	El	virus	de	una	placa	necrótica	se	inoculó	en	una	planta	de	N.	tabacum	cv	
Samsun	nn	a	partir	de	la	cual	se	obtuvo	el	stock	de	TMV	con	el	que	se	realizó	el	trabajo	







por	 cada	 100	 mg	 de	 tejido	 se	 añadió	 buffer	 fosfato	 en	 una	 proporción	 1:1	 (p/v),	
mezclando	 bien	 y	 centrifugando	 a	 4°C	 a	 14000	 g	 durante	 15	 min.	 La	 mitad	 del	
sobrenadante	se	empleó	para	determinar	su	infectividad	por	ensayo	de	lesiones	locales	
y	la	otra	mitad	para	extracción	de	RNA.	



















DH5α.	 Cuando	 se	 utilizan	 vectores	 con	 dianas	 de	 inserción	 localizadas	 en	 la	 región	
codificante	 del	 péptido	 de	 la	 β-galactosidasa,	 la	 presencia	 de	 isopropil-β-D-1-
tiogalactopiranósido	 (IPTG)	 y	 X-Gal	 permite	 la	 identificación	 directa	 de	 clones	



















Medio	 nutritivo	 para	 el	 crecimiento	 de	 células	 BY-2	 en	 suspensión	 y	 para	 el	
mantenimiento	de	callos	BY-2.	



























































superficiales	 del	 callo,	 evitando	 tomar	 las	 partes	 en	 contacto	 con	 el	 medio	 y	 se	
disgregaron	con	cuidado	sobre	la	superficie	del	medio	fresco.	Las	placas	con	los	callos	





















Los	 oligonucleótidos	 utilizados	 como	 cebadores	 en	 reacciones	 de	 amplificación	 y/o	



























































































también	 se	 utilizaron	 cebadores	 para	 secuenciación	 y	 para	 la	 obtención	 de	 los	
estándares	para	la	cuantificación.	Estos	cebadores	están	descritos	en	la	Tabla	5.	
	 	





Utilizado	 para	 cuantificación	 absoluta	







Utilizado	 para	 amplificar	 por	 PCR	









Para	 llevar	 a	 cabo	 la	 extracción	 de	 NTPs	 intracelulares	 a	 partir	 de	 tejido	 vegetal	




4°C	 y	 se	 pasaron	 4	ml	 del	 sobrenadante	 a	 un	 tubo	 nuevo,	 previamente	 enfriado.	 El	




recogiendo	 4	 ml	 del	 eluído.	 Posteriormente	 4	 ml	 de	 una	 mezcla	 2:1	 (v/v)	 de	
Freón:Trioctilamina	(TOA)	98%	se	pasaron	por	la	columna	a	1	ml/min,	recogiendo	todo	
el	 eluído	 en	 un	 tubo	 de	 polipropileno	 de	 5	 ml	 previamente	 enfriado.	 Tras	 mezclar	
durante	15	seg	con	vórtex	la	muestra	se	centrifugó	a	2500	g	durante	2	min	a	4°C,	y	se	
















5’-GTGCTGCAAGGCGATTAAGT	 Cebador	 usado	 con	 la	 pareja	 qTMV1699_R	
para	amplificar	la	región	T7	de	pGEM-T	junto	






T,	 empleado	 para	 la	 secuenciación	 de	 la	
región	4364-5684	de	TMV.	
	












Para	 la	 extracción	de	 nucleótidos	 de	 cultivos	 celulares	 BY-2	 se	 partió	 de	 1	ml	 de	 un	
subcultivo	 saturado	 de	 células	 que	 se	 lavaron	 dos	 veces	 con	 PBS	 a	 4°C	 y	 al	 que	 se	






Se	 partió	 de	 150	 mg	 de	 muestra	 pulverizada	 en	 nitrógeno	 líquido	 en	 un	 tubo	 de	
eppendorf	de	1,5	ml.	A	cada	muestra	se	 le	añadieron	300	μl	de	Tri	Reagent	Solution	
(Ambion),	se	agitó	la	muestra	durante	2	min	y	se	centrifugó	durante	a	12300	g	durante	
5	 min	 a	 4°C,	 pasando	 el	 sobrenadante	 a	 un	 nuevo	 tubo.	 A	 este	 nuevo	 tubo	 se	 le	
añadieron	 60	 μl	 de	 cloroformo,	 se	 agitó	 durante	 15	 s	 y	 se	 dejó	 reposar	 3	 min	 a	















minutos	 a	 37°C.	 Posteriormente	 se	 añadió	 el	 reactivo	de	 inactivación	de	DNasa	 y	 se	






purificaron	 utilizando	 el	 kit	 QIAquick	 Gel	 Extraction	 (Qiagen).	 Puesto	 que	 la	 DNA	
polimerasa	Pfu	empleada	en	la	PCR	no	incorporaba	una	adenina	terminal	al	fragmento	
de	PCR,	antes	de	realizar	la	ligación	con	el	vector	se	realizó	un	tailing	del	fragmento	de	
DNA	 amplificado,	 es	 decir,	 la	 adición	 de	 una	 adenina	 terminal	 mediante	 la	 DNA	
polimerasa	BioTaq	 (0,1	U;	Bioline)	en	presencia	de	dATP	 (0,2	mM)	durante	30	min	a	
70°C.	La	unión	de	fragmentos	de	DNA	a	vectores	linearizados	se	llevó	a	cabo	utilizando	




Para	 la	 amplificación	 estándar	 de	 fragmentos	 de	 DNA	 se	 empleó	 el	 kit	 Biotaq	 DNA	
polimerasa	 termoestables	 de	 BIOLINE	 siguiendo	 las	 condiciones	 de	 reacción	 que	 se	









Etapa	 Temperatura	 Tiempo	 Nº	de	ciclos	

























Se	 utilizó	 el	 kit	 AMV	 Reverse	 Transcriptase	 junto	 con	 el	 kit	 Recombinant	 RNasin®	
Ribonuclease	Inhibitor	(ambos	de	Promega).	A	una	dilución	que	contenía	2	µg	de	RNA	










































Etapa	 Temperatura	 Tiempo	 Nº	de	ciclos	



















































qTMV1699_R	 purificando	 el	 amplificado	 nuevamente	 a	 partir	 de	 gel.	 La	 Figura	 7a	
muestra	el	resultado	de	esta	amplificación.	Las	muestras	fueron	sometidas	a	un	proceso	
de	 transcripción	con	 la	RNA	polimerasa	de	T7	para	 la	obtención	de	RNA	de	TMV	del	
amplicón	de	474	nt	como	se	muestra	en	la	Figura	7b.	Tras	un	tratamiento	con	DNasa	fue	




















1        2         3 1          2         3 1            2             3
Figura	7.	Obtención	del	estándar	de	RNA	para	la	cuantificación	de	TMV.	a)	Amplificación	
del	 clon	 infectivo	 de	 TMV	 p843pe35TMVr.1	 con	 la	 pareja	 de	 cebadores	 pGEMT-2923F	 y	
qTMV1699_R.	Se	muestran	 el	marcador	1Kb	plus	 (1),	el	 control	negativo	 (2)	 y	 la	muestra	
amplificada	(3).	b)	Producto	de	la	transcripción	in	vitro	del	producto	de	DNA	amplificado	en	
el	 paso	 anterior,	 en	 la	 calle	 2	 se	 observan	 dos	 bandas	 correspondientes	 al	 DNA	molde	








	 Etapaa	 Temperatura	 Tiempo	 Nº	de	ciclos	



















Curva	de	disociación	 60oC+0.5oC/ciclo	 10	s	 60	
	 aLa	recogida	de	datos	de	fluorescencia	se	efectúa	en	las	etapas	de	unión	al	cebador	y	en	
cada	ciclo	de	la	curva	de	disociación	(melting).		






estándar	 de	 TMV	 descrito	 en	 el	 apartado	 anterior.	 Para	 ello	 se	 hicieron	 diluciones	
decimales	seriadas	desde	109	a	103	copias	por	µL	de	RNA	calculado	con	la	fórmula:	
	 "°	%&	'()*+,	%&	-./ = N · 6,022	x	109:T · 1	x	10<x	330	
	
donde	N=ng/µl	y	T=pares	de	base	del	fragmento	de	DNA.	
La	 pareja	 de	 cebadores	 qTMVFor1367	 y	 qTMV1699_R	 se	 comprobó	 por	 análisis	 de	
regresión	linear	de	los	valores	del	ciclo	umbral	(Cq,	quantification	cicle)	de	tres	réplicas	



















se	 tocó	 con	 la	 punta	 de	 la	 pipeta	 y	 se	 mezcló	 con	 5	 μl	 de	 Sample	 Buffer.	 Tras	 un	
calentamiento	a	95°C	durante	3	min,	se	dejó	5	min	en	hielo	y	se	añadió	una	mezcla	de	5	
μl	de	Reaction	Buffer	y	0,2	μl	de	Enzyme	mix.	La	mezcla	se	centrifugó	15	s	a	1800	g	y	se	






89	mM,	 EDTA	 2	mM	 y	 Ácido	 Bórico	 89	mM).	 La	 concentración	 de	 agarosa	 varió	 en	
función	 del	 tamaño	 de	 los	 fragmentos	 a	 separar,	 oscilando	 entre	 0,8-1%	 (p/v).	 Para	
poder	visualizar	los	ácidos	nucleicos	por	transiluminación	con	luz	azul,	se	añadió	Sybr	
Safe	(1	μl/ml)	a	la	solución	de	agarosa	fundida.	Cada	muestra	se	mezcló	con	tampón	de	

















Una	colonia	 fresca	de	E.	coli	DH5α	se	 inoculó	en	5	ml	de	PSI-b	 (ver	apartado	2.1.	de	
Materiales	y	Métodos)	y	se	incubó	toda	la	noche	con	agitación	a	37°C.	Todo	el	cultivo	
estacionario	se	transfirió	a	100	ml	de	PSI-b	en	un	matraz	de	1	l	(precalentado	a	37°C)	y	



























desarrollada	y	de	 fácil	acceso	de	 la	planta	 in	vitro	 se	extendieron	5	µl	de	 la	 solución	
infectiva	y	se	distribuyeron	por	toda	la	hoja	con	ayuda	de	dos	asas	de	siembra	de	vidrio.	
Para	 su	posterior	 identificación	 se	 realizó	un	pequeño	agujero	 en	 la	 hoja.	 Todo	este	
proceso	se	realizó	en	condiciones	de	esterilidad.	El	mismo	día	de	la	inoculación	se	realizó	
comprobación	 del	 título	 del	 stock	 de	 virus	 empleado	 mediante	 ensayo	 de	 lesiones	
locales.	
10. Análisis	de	niveles	de	nucleótidos	intracelulares	
Las	muestras	 con	 los	 nucleótidos	 intracelulares	 extraídos	 según	 el	 apartado	 6.1.	 de	
Materiales	 y	 Métodos	 (100	 µl)	 se	 inyectaron	 en	 un	 sistema	 HPLC	 Alliance	 2695	









B.	 Como	 control	 de	 separación	 y	 cuantificación	 se	 inyectaron	 50	 µl	 conteniendo	 20	
pmol/µl	 de	 CTP,	 ATP,	GTP,	UTP	 y	 100	 pmol/µl	 de	 FUTP.	 Para	 el	 análisis	 se	 utilizó	 el	






















transiciones,	 transversiones,	 deleciones	 e	 inserciones,	 dividido	 por	 el	 número	 de	

















El	 índice	 de	 Shannon	 normalizado	 (Sn)	 se	 utilizó	 para	 medir	 la	 heterogeneidad	 del	
espectro	 de	 mutantes,	 tomando	 valores	 comprendidos	 entre	 0	 (homogeneidad	
completa)	y	1	(heterogeneidad	completa).	La	justificación	teórica	de	este	concepto	se	
describe	en	 (Volkenstein,	1994)	 y	 la	aplicación	al	estudio	de	 las	 cuasiespecies	virales	
puede	encontrarse	en	(Airaksinen	et	al.,	2003;	Pariente	et	al.,	2003;	Ruiz-Jarabo	et	al.,	
2000;	Sierra	et	al.,	2007;	2000)	La	entropía	de	Shannon	normalizada	se	calculó	a	partir	







había	diferencias	significativas	en	 la	 infectividad,	en	 la	carga	viral	y	en	 la	 infectividad	
específica	se	llevó	a	cabo	el	análisis	no	paramétrico	de	Kruskal-Wallis	de	un	factor	para	
muestras	que	no	siguen	una	distribución	normal	con	un	nivel	de	significación	P<0,01.	
Para	 analizar	 la	 aleatoriedad	 de	 la	 distribución	 de	 las	 mutaciones	 en	 función	 de	 la	
posición	genómica,	se	 llevó	a	cabo	un	test	no	paramétrico	de	rachas	con	un	nivel	de	

























APE	v2.0.49	 Wayne	Davis	 Visualización	 de	 secuencias,	 análisis	 de	 sitios	 de	
restricción,	diseños	de	clonación.	
























































TMV	tras	 los	distintos	 tratamientos	de	 las	plantas	N.	 tabacum	 infectadas,	 realizamos	










DPI	 CONTROL	 FU	25	 FU	50	 FU	100	 Total	
5	 5	 6	 11	 13	 35	
10	 6	 4	 4	 8	 22	
31	 5	 3	 3	 4	 15	
Total	 16	 13	 18	 25	 72	
	





paramétrico	 de	 Kruskal-Wallis	 para	 comprobar	 la	 significación	 de	 dichas	 diferencias	





a	 10	dpi	 con	5-FU,	 llegando	 incluso	 a	 superar	 los	 niveles	 del	 control	 (Figura	2C).	 Sin	
embargo,	las	diferencias	no	fueron	significativas	según	el	estudio	estadístico	de	Kruskal-
Wallis	para	P<0,05.	Los	resultados	sugieren	un	efecto	antiviral	sobre	la	infectividad	de	
TMV	 dependiente	 de	 la	 dosis	 de	 5-FU	 con	 10	 días	 de	 tratamiento	 aunque	 es	
estadísticamente	significativo	sólo	a	la	dosis	de	100	μg/ml	de	análogo.	
2.2. Determinación	de	la	carga	vírica	





días	 de	 tratamiento	 in	 vitro	 y	 21	 días	 sin	 análogo	 (31	 dpi),	 tal	 como	 se	 indica	 en	
Materiales	 y	Métodos	 (apartado	 6.2).	 Los	 RNAs	 genómicos	 de	 TMV	 se	 cuantificaron	
mediante	RT-qPCR	absoluta	en	dos	pasos.	La	carga	viral	alcanzó	valores	máximos	a	5	dpi	
en	 todas	 las	muestras	 analizadas	 (Figura	 3),	 con	 alrededor	 de	 109	moléculas/mg	 de	



































































































































de	 TMV	 descendió	 en	 todas	 las	 muestras	 tratadas	 a	 5	 y	 10	 dpi	 a	 cualquier	 dosis	
comparada	con	el	 control,	 siendo	significativo	a	100	μg/ml	de	5-FU	 (p<0,005).	Por	el	
contrario,	 cuando	 las	 plantas	 infectadas	 tratadas	 con	 5-FU	 fueron	 trasplantadas	 y	
crecidas	en	ausencia	del	análogo	de	base	durante	21	días,	se	observó	un	incremento	de	
la	 infectividad	 específica	 en	 los	 tres	 tratamientos	 que	 igualó	 los	 valores	 del	 control.	
Nótese	 que	 la	 infectividad	 específica	 del	 control	 fue	 en	 aumento	 durante	 toda	 la	
infección	 lo	que	sugiere	un	proceso	de	adaptación	del	virus	stock	(ver	origen	el	virus	
stock	descrito	en	el	apartado	1.4.	de	Materiales	y	Métodos).	Tal	aumento	de	infectividad	
específica	 se	 observó	 también	 en	 las	 poblaciones	 víricas	 tratadas	 con	 5-FU	 una	 vez	
retirado	 el	 análogo.	 Los	 resultados	 sugieren	 que	 la	 disminución	 de	 la	 infectividad	
específica	se	debe	a	la	presencia	del	5-FU.	En	conjunto,	los	resultados	muestran	que	la	




















5 dpi 10 dpi 31 dpi
*
Figura	 4.	 Determinación	 de	 la	 infectividad	 específica	 de	 las	 poblaciones	 de	 TMV	 sometidas	 a	
tratamientos	con	5-FU.	La	infectividad	específica	(infectividad	por	molécula	de	RNA	genómica	medida	



















cada	 muestra	 se	 secuenciaron.	 En	 total	 analizamos	 15	 espectros	 de	 mutantes,	 345	
clones	moleculares	y	secuenciamos	un	total	de	419051	nt	(lista	de	mutaciones	de	cada	














	 Muestraa	 Clones		 Mutaciones	 Nucleótidos		 Frecuencia	 Mutaciones	
		 	 	 secuenciados	 de	mutaciónb	 por	molécula	
5	dpi	 Control	(1)	 25	 20	 31868	 6,28	×	10-4	 0,80±0,25	
	 Control	(2)	 45	 28	 57093	 4,90	×	10-4	 0,55±0,10	
	 FU25	(1)	 25	 11	 30331	 3,63	×	10-4	 0,44±0,14	
	 FU50	(1)	 18	 8	 21178	 3,78	×	10-4	 0,44±0,14	
	 FU100	(1)	 20	 7	 21430	 3,27	×	10-4	 0,35±0,15	
	 FU100	(2)	 28	 6	 31464	 1,91	×	10-4	 0,26±0,01	
	 FU100	(3)	 27	 12	 29987	 4,00	×	10-4	 0,44±0,12	
	 	 	 	 	 	 	
10	dpi	 Control	(1)	 20	 9	 25600	 3,52	×	10-4	 0,65±0,18	
	 FU25	(1)	 18	 8	 22566	 3,55	×	10-4	 0,44±0,17	
	 FU50	(1)	 21	 11	 26277	 4,19	×	10-4	 0,52±0,16	
	 FU100	(1)	 20	 14	 24951	 5,61	×	10-4	 0,75±0,26	
	 FU100	(2)	 20	 3	 24592	 1,22	×	10-4	 0,20±0,09	
	 FU100	(3)	 19	 6	 22641	 2,65	×	10-4	 0,32±0,13	
	 	 	 	 	 	 	
31	dpi	 Control	(1)	 20	 5	 24753	 2,02	×	10-4	 0,25±0,12	
		 FU100	(1)	 19	 10	 24320	 4,11	×	10-4	 0,53±0,22	






La	 complejidad	 de	 los	 espectros	 de	 mutantes,	 entendida	 como	 la	 composición	
mutacional	dada	por	el	conjunto	de	la	cuasiespecie,	fue	analizada	mediante	el	cálculo	
de	 la	 frecuencia	 de	 mutación	 y	 la	 distancia	 genética	 media.	 Para	 el	 cálculo	 de	 la	
frecuencia	 de	 mutación	 de	 cada	 cuasiespecie	 se	 cuantificaron	 las	 mutaciones	 con	
respecto	 a	 su	 consenso	 y	 cada	mutación	 se	 consideró	 una	 sola	 vez.	 Como	 se	 puede	
apreciar	en	la	Tabla	2,	la	frecuencia	de	mutación	osciló	entre	1,91	×	10-4	mut/nt	para	la	
réplica	2	del	tratamiento	a	100	µg/ml	de	5-FU	y	6,98	×	10-4	mut/nt	para	la	réplica	1	de	la	














del	 número	 de	 mutaciones	 existentes	 entre	 parejas	 de	 secuencias	 de	 la	 población	
elegidas	al	azar	(Domingo	et	al.,	2006).	Para	este	estudio	realizamos	alineamientos	de	
las	 secuencias	 para	 cada	 una	 de	 las	 regiones	 genómicas	 RdRp	 y	MP	 por	 separado	 y	




observamos	que	 los	valores	medios	de	d	 fueron	175	veces	menores	en	 las	muestras	
tratadas	con	100	µg/ml	de	5-FU	mientras	que	a	25	y	50	µg/ml	fueron	similares	al	control.	
A	 10	 dpi	 la	media	 de	d	 de	 las	muestras	 a	 25	 y	 50	 µg/ml	 presentaban	 3	 y	 10	 veces,	
respectivamente,	mayor	 complejidad	 genética	 que	 el	 control.	 Sin	 embargo	 para	 100	
µg/ml,	prácticamente	se	equiparaba	al	control.	Curiosamente,	 la	réplica	2	del	control	



































	 d	 s.e.b	 Mediac	 SEb	 d	 s.e.b	 Mediac	 s.e.b	 Media	





	 Control	(2)	 0,00282	 0,00047	 0,02473	 0,00178	 31,56	
	 FU25		(1)	 0,00060	 0,00029	 0,00060	 0,00029	 0,05499	 0,00364	 0,05499	 0,00364	 91,65	
	 FU50	(1)	 0,00050	 0,00033	 0,00050	 0,00033	 0,04993	 0,00349	 0,04993	 0,00349	 99,86	





	 FU100	(2)	 0,00039	 0,00028	 0,00026	 0,00015	 0,58	
	 FU100	(3)	 0,00070	 0,00030	 0,00049	 0,00843	 	
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	
10	dpi	 Control(1)	 0,00075	 0,00037	 0,00075	 0,00037	 0,00106	 0,00058	 0,00106	 0,00058	 1,41	
	 FU25	(1)	 0,00021	 0,00020	 0,00021	 0,00020	 0,00065	 0,00036	 0,00065	 0,00036	 3,09	
	 FU50	(1)	 0,00038	 0,00025	 0,00038	 0,00025	 0,01073	 0,00116	 0,01073	 0,00116	 28,2	





	 FU100	(2)	 0,00060	 0,00032	 0,00148	 0,00048	 7,35	
	 FU100	(3)	 0,00000	 0,00000	 0,00053	 0,00032	 	
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	
31	dpi	 Control	(1)	 0,00050	 0,00048	 0,00050	 0,00048	 0,00050	 0,00051	 0,00050	 0,00051	 1	















en	 dos	 grupos:	 muestras	 sin	 tratar	 y	 muestras	 tratadas	 (independientemente	 de	 la	
concentración	de	5-FU),	y	comparamos	el	CV	calculado	para	cada	una	de	las	regiones	
RdRp	y	MP.	Tal	comos	e	muestra	en	la	Tabla	4	en	las	muestras	control	el	CV	de	d	en	
































































fórmula	!" = −[∑ · ()** · +"	)*]/ ln1donde	“)*”	es	la	frecuencia	de	cada	secuencia	en	el	conjunto	de	

















con	 5-FU,	 de	 las	 cuales	más	 del	 75%	 fueron	 transiciones.	 Tan	 sólo	 se	 encontró	 una	
deleción	así	como	una	inserción	en	la	región	MP	de	las	muestras	tratadas	con	5-FU.	En	
la	 región	 RdRp	 del	 control	 se	 encontraron	 transiciones	 C→U	 (25%)	 y	 U→C	 (50%)	 y	
Tipos	de	mutaciones	 CONTROL
a	 FU100a	
RdRp	 MP	 TOTAL	 RdRp	 MP	 TOTAL	
Transiciones	 %	 %	 %	 %	 %	 %	
A→G	 0,0	 0,0	 0,0	 33,3	 15,0	 17,4	
G→A	 0,0	 40,0	 22,2	 0,0	 20,0	 17,4	
C→U	 25,0	 20,0	 22,2	 0,0	 10,0	 8,7	
U→C	 50,0	 20,0	 33,3	 66,7	 30,0	 34,8	
Total	 75,0	 80,0	 77,8	 100,0	 75,0	 78,3	
Transversiones	 	 	 	 	 	 	
A→C	 0,0	 0,0	 0,0	 0,0	 0,0	 0,0	
C→A	 0,0	 0,0	 0,0	 0,0	 5,0	 4,3	
A→T	 0,0	 0,0	 0,0	 0,0	 0,0	 0,0	
T→A	 0,0	 0,0	 0,0	 0,0	 0,0	 0,0	
C→G	 0,0	 0,0	 0,0	 0,0	 0,0	 0,0	
G→C	 0,0	 0,0	 0,0	 0,0	 5,0	 4,3	
G→T	 0,0	 20,0	 11,1	 0,0	 0,0	 0,0	
T→G	 25,0	 0,0	 11,1	 0,0	 5,0	 4,3	
Total	 25,0	 20,0	 22,2	 0,0	 15,0	 13,0	
Sustituciones	 100	 100	 100	 100	 90,0	 91,3	
Inserciones	 0,0	 0,0	 0,0	 0,0	 5,0	 4,3	
Deleciones	 0,0	 0,0	 0,0	 0,0	 5,0	 4,3	
Total	 100	 100	 100	 100	 100	 100	
No	sinónimas	 	 	 	 	 	 	
Cambio	de	sentido	 50	 60	 55,55	 66,6	 45	 47,8	
Sin	sentido	 0	 0	 0	 0	 0	 0	
Cambio	marco	de	lectura	 0	 0	 0	 0	 10	 8,6	
Sinónimas	 50	 40	 44,4	 33,3	 45	 43,4	
Total	 100	 100	 100	 100	 100	 100	
	 	 	 	 	 	 	
Capítulo	1:	Resultados	
	 83	
transversiones	 T→G	 (25%)	 mientras	 que	 en	 las	 muestras	 tratadas	 con	 5-FU	 sólo	
aparecieron	 las	 transiciones	 U→C	 (66,7%)	 y	 A→G	 (33,3%),	 que	 son	 los	 dos	 tipos	 de	











	[(3 → 4) + (7 → 8)])/([(4 → 3) + (8 → 7)]		




a	 las	muestras	sin	tratar.	Este	 incremento	de	 las	mutaciones	asociadas	al	análogo	de	
base	relaciona	directamente	la	actividad	mutagénica	del	5-FU	con	la	concentración	que	
se	utilizó	para	cada	tratamiento.	
Las	mutaciones	 no	 sinónimas	 fueron	 en	 general	más	 abundantes	 que	 las	 sinónimas,	
especialmente	en	la	región	RdRp	de	la	muestra	tratada	con	100	µg/ml	de	5-FU,	en	las	
que	sólo	un	33,3%	de	las	mutaciones	encontradas	eran	sinónimas	(Tabla	4).	
Los	 valores	 de	 aceptabilidad	 de	 los	 cambios	 de	 aminoácido	 empleando	 la	matriz	 de	




control	 o	 tratadas	 con	 5-FU.	 Estos	 resultados	 sugieren	 una	 mayor	 exploración	 del	
espacio	de	secuencia	de	todas	las	cuasiespecies	de	TMV	en	los	días	iniciales	de	infección,	




embargo,	 a	 10	 dpi	 en	 el	 control	 se	 permitirían	 menos	 cambios	 drásticos	 que	 en	
cualquiera	de	los	tratamientos	con	5-FU.	
7. Análisis	del	espacio	de	secuencia	
Como	 se	 indicó	 anteriormente,	 se	 ha	 estudiado	 el	 espectro	 de	 mutantes	 de	 15	









































































































se	 representa	 la	 frecuencia	 relativa	 respecto	 al	 número	 total	 de	 cambios	 de	 aminoácido	 de	 las	
cuasiespecies	de	TMV	control	(Control)	y	las	tratadas	con	25,	50	y	100	µg/ml	de	5-FU	a	5	y	10	dpi.	En	
abscisas	se	representan	 los	valores	obtenidos	para	 cada	cambio	de	aminoácido	según	 la	matriz	SG	
(Feng	et	al.,	1983)	en	una	escala	de	1	a	6,	siendo	1	el	 cambio	más	drástico	y	6	el	menos	drástico	





y	 la	 presencia	 o	 ausencia	 del	 análogo	 de	 base.	 Dicho	 test	 determina	 si	 las	 rachas	 o	
sucesiones	de	mutaciones–no	mutaciones	siguen	un	orden	de	aparición	aleatorio	o	no	
en	 la	 secuencia	estudiada.	El	Test	de	 rachas	 también	se	empleó	para	averiguar	si	 las	
frecuencias	 de	mutación	 encontradas	 en	 las	 dos	 regiones	 diferían	 entre	 sí	 a	 ambos	
tiempos	de	tratamiento.		
Tal	como	se	muestra	en	la	Tabla	5	en	primer	lugar	se	analizó	la	distribución	de	adeninas	












































	 RdRp	 MP	 RdRp	 MP	
A/Ua	 0,969b	 0,980	 0,969	 0,980	
Controlc	 0,014	 0,690	 0,002	 1,000	








Estos	 resultados	 ponen	 de	manifiesto	 diferencias	 entre	 regiones	 con	 respecto	 a	 las	
posiciones	nucleotídicas	que	exploran	las	cuasiespecies	control	así	como	el	efecto	que	





Dado	 que	 las	 cuasiespecies	 in	 vivo	 son	 conjuntos	 de	 secuencias	 genómicas	 muy	
relacionadas	entre	sí	generadas	por	un	proceso	de	mutación-selección	(Domingo	et	al.,	
2012)	nos	propusimos	averiguar	qué	tipo	de	selección	está	actuando	en	las	diferentes	
poblaciones	 de	 TMV	 durante	 la	 mutagénesis	 con	 5-FU.	 Para	 ello	 	 calculamos	 la	
diversidad	 de	 sustituciones	 sinónimas	 por	 sitio	 sinónimo	 (ds)	 y	 la	 diversidad	 de	

















































	 	 dns		 s.e.a	 ds	 s.e.	 dns/ds	
5dpi	
Control	 0,00051	 0,00020	 0,00047	 0,00026	 1,08511	





0,00049	 0,00034	 0,00109	 0,00070	 0,44954	
0,00021	 0,00014	 0,00019	 0,00019	 1,10526	
	 	 MP	
	 	 dns	 s.e.	 ds	 s.e.	 dns/ds	
5dpi	
Control	 0,00108	 0,00024	 0,00139	 0,00046	 0,77698	





0,00117	 0,00054	 0,00076	 0,00054	 1,53947	












variabilidad	genética	en	cada	una	de	 las	dos	 regiones	genómicas	 se	utilizó	el	 test	de	
análisis	de	la	varianza	molecular	(Analysis	of	MOlecular	VAriance,	AMOVA)	(Excoffier	et	
al.,	 1992)	 mediante	 el	 programa	 Arlequin	 3.1.	 Este	 test	 se	 utiliza	 para	 evaluar	 la	
distribución	de	 la	variabilidad	genética	y	 se	basa	en	el	 tipo	y	 frecuencia	de	 todas	 las	
secuencias	 de	 todas	 las	 muestras	 y	 en	 la	 posibilidad	 de	 que	 dicha	 diversidad	 sea	
aleatoria.	Tal	como	se	muestra	en	la	Tabla	7,	para	cada	región	genómica	analizada	(RdRP	
y	MP)	 se	estudió	el	porcentaje	de	variación	a	 tres	niveles	diferentes,	 variación	entre	
tratamientos,	entre	muestras	y	entre	haplotipos,	entendiendo	haplotipo	como	cada	una	





como	 réplicas	 independientes,	 tan	 sólo	 del	 11,82%.	 Estos	 resultados	 indican	 que	 la	
distribución	de	 la	 variabilidad	 genética	 de	 las	 cuasiespecies	 en	 esta	 región	 está	muy	
influida	por	los	tratamientos	con	5-FU.	En	el	caso	de	la	región	MP	Tabla	8,	al	contrario	
que	lo	que	ocurrió	en	la	RdRp	sólo	se	observó	variación	al	comparar	haplotipos	lo	que	



















1	 25,783	 0,19905	 52,85	%	 P<0,05	
Entre	muestrasb	




268	 35,652	 0,13303	 35,32	%	 P<0,05	














	 1	 0,224	 -0,00377	 <1%	 P>0,05	
Entre	muestras	
	 11	 6,708	 0,01190	 3,42	%	 P<0,05	
Entre	haplotipos	
	 292	 99,383	 0,34035	 97,67	%	 P<0,05	












































































































































































































































































































































































































































































columna	 de	 intercambio	 aniónico	 y	 los	 cuatro	 NTPs	 celulares	 se	 determinaron	 por	
comparación	con	sus	respectivos	estándares.	Los	resultados	mostrados	en	la	Figura	9	




































Dado	 que	 no	 fuimos	 capaces	 de	 detectar	 el	 FUTP	 en	 las	 muestras	 tratadas	 con	 el	
análogo,	se	comprobó	si	las	células	de	N.	tabacum	incorporaban	el	5-FU	al	metabolismo	
de	las	pirimidinas	para	sintetizar	FUTP.	Para	ello,	realizamos	un	estudio	de	la	cinética	de	




los	 cuatro	NTPs	 por	HPLC.	 Como	 se	 observa	 en	 la	Figura	 10,	en	 las	muestras	 de	 los	
cultivos	de	 células	BY-2	 tratadas	 con	5-FU	 se	detectó	el	 FUTP	desde	 las	24	horas	de	
tratamiento,	alcanzando	niveles	de	21,	61	y	460	pmoles	en	presencia	de	25,	50	y	100	
μg/ml	de	5-FU	respectivamente,	desapareciendo	a	las	72	h.	Sin	embargo,	en	las	células	












Figura	 10.	 Determinación	 de	 la	 concentración	 de	 5-FU	 trifosfato	 (FUTP)	 y	 de	 los	






































































azacitidina,	 entre	 otros,	 presentan	 actividad	 antiviral	 asociada	 a	 mutagénesis	
incrementada	en	cultivos	celulares	frente	a	una	amplia	gama	de	virus	RNA.	El	aumento	






mutación,	 denominados	 defectores,	 capaces	 de	 replicarse	 y	 que	 conducen	 al	 virus	
infeccioso	hacia	la	extinción.	
	Mientras	que	 la	mayoría	de	 los	estudios	sobre	mutagénesis	 letal	se	han	centrado	en	
cultivos	de	células	de	virus	de	ARN	de	animales	pocos	estudios	lo	han	abordado	in	vivo.	
En	 este	 capítulo	 de	 tesis	 hemos	 estudiado	 la	mutagénesis	 letal	 de	 un	 virus	 RNA	 de	
plantas	para	comprender	 las	bases	moleculares	de	 la	pérdida	de	 infectividad	 in	vivo.	
Para	ello	hemos	empleado	el	análogo	de	base	5-FU	en	plantas	de	N.	tabacum	ya	que	
estudios	 previos	 documentaban	 disminución	 de	 la	 infectividad	 de	 TMV	 en	 este	















en	 cultivos	 celulares	 BY-2	 de	 N.	 tabacum	 ya	 que,	 usando	 el	 mismo	 protocolo	 de	




actividad	antiviral	del	 fosfonato	nucleósido	acíclico	 tenofovir	 sobre	el	pararretrovirus	
Cawliflower	mosaic	 virus	 (CaMV)	 en	 plantas	 de	Brassica	 pekinensis	 crecidas	 in	 vitro,	
analizaron	la	cantidad	de	las	formas	fosforiladas	del	análogo	en	las	hojas.	A	las	96	h	de	
añadir	 el	 análogo	 tritiado	 detectaron,	mediante	 un	 protocolo	 similar	 al	 nuestro	 por	
HPLC,	la	máxima	concentración	de	los	derivados	equivalentes	a	los	NDPs	y	NTPs.	A	pesar	
de	que	las	formas	fosforiladas	sólo	representaron	el	4,5	%	del	nucleósido	añadido	a	los	
cultivos,	 el	 tenofovir	 a	 50	 µg/ml	 redujo	 significantemente	 el	 título	 de	 CaMV	 en	 3-9	






significativo	 sólo	 para	 la	 dosis	 más	 alta	 de	 5-FU,	 observamos	 una	 tendencia	 a	 una	










de	 32P	 en	 el	 RNA	 de	 TMV	 ni	 tampoco	 la	 multiplicación	 viral	 tanto	 en	 infecciones	















en	 esa	 posición	 en	 los	 espectros	 de	 mutantes.	 La	 misma	 mutación	 apareció	 en	 la	
muestra	control	a	10	dpi	en	5	de	20	clones,	en	este	caso	como	única	mutación.	El	cambio	
de	 aminoácido	 que	 causa,	 Asp242Asn,	 tiene	 un	 valor	 de	 aceptabilidad	 de	 5	 (poco	
drástico)	en	la	matriz	SG	de	Feng	y	colaboradores	(Feng	et	al.,	1984)	y	está	localizada	en	
la	MP.	 En	 esa	 región	 el	 test	 de	 rachas	 encontró	 que	 a	 los	 10	 dpi	 las	mutaciones	 se	
distribuían	aleatoriamente,	independientemente	del	tratamiento	con	5-FU.	En	ausencia	
de	análogo	encontramos	que	la	selección	era	positiva	mientras	con	100	µg/ml	de	5-FU	
















mecanismo	 de	 escape	 a	 la	 mutagénesis	 letal	 (Agudo	 et	 al.,	 aceptado	 para	 su	





TMV	 se	 caracterizaron	 por	 no	 presentar	mayor	 complejidad	 genética,	medida	 como	
frecuencia	de	mutación,	ni	la	heterogeneidad	(índice	de	Shannon)	que	las	poblaciones	
control.	Tampoco	se	observaron	diferencias	en	el	número	de	mutaciones	por	molécula	
de	 TMV	 entre	 las	muestras	 tratadas	 con	 5-FU	 y	 control.	 Sin	 embargo	 al	 analizar	 en	
detalle	los	dos	ORFs	de	la	región	secuenciada,	RdRp	y	MP,	se	encontraron	diferencias	en	
















individuos	 tratados,	 con	 aumentos	 relativos	 de	 las	 mutaciones	 A→G	 y	 G→A,	 y	 algo	
menores	 de	 	 T→C	 and	 C→T,	 que	 son	 las	 predichas	 por	 el	mecanismo	 de	 acción	 del	
análogo	KP-1212.	En	ese	estudio	analizaron	una	secuencia	de	unos	mil	nucleótidos	de	la	













5-FU	 alteró	 dicho	 equilibrio	 especialmente	 a	 la	 región	 RdRp,	 normalmente	 más	
restringida	al	cambio	cuyo	espectro	de	mutantes	que	mostró	una	mayor	exploración	
hacia	 posiciones	 no	 permitidas	 a	 pesar	 de	 tener	menor	 complejidad	 que	 el	 control.	
Estudios	 previos	 de	 LCMV	 en	 cultivos	 celulares	 (Grande-Perez	 et	 al.,	 2002)	 habían	
apuntado	la	 importancia	de	la	 localización	de	las	mutaciones	en	el	genomas	del	virus	










iv)	 una	 secuencia	 consenso	 invariante	 y	 v)	 bajo	 grado	de	mutación	de	 las	moléculas	
genómicas	de	TMV,	características	que	son	el	sello	de	identidad	de	la	defección	letal.	






















Muestra	a	5	dpi	 Mutacióna	 Cambio	codón	 Cambio	aminoácido	 Región	
Control	(1)	 T4835C	 GGU→GGC	 Gly1589Gly	 RdRp	
T4844C	 GUU→GUC	 Val1592Val	 RdRp	
A4887T	 AGA→UGA	 Arg1607STOP	 RdRp	
A4925G	 AAA→AAG	 Lys8Lys	 MP	
T4942A	 GUU→GAU	 Val14Asp	 MP	
A4956Del	 AAA→AAA	 Lys18Lys	 MP	
G4963A	 GGA→GAA	 Gly21Glu	 MP	
T5051C	 AUU→AUC	 Ile50Ile	 MP	
T5104C	 CUG→CCG	 Cys68Pro	 MP	
C5126T	 CAC→CAU	 His75His	 MP	
C5143T	 GCC→GUC	 Ala81Val	 MP	
A5247G	 AAG→GAG	 Lys115Glu	 MP	
C5259T	 CAA→UAA	 Gln119STOP	 MP	
T5398C	 UUA→UCA	 Leu166Ser	 MP	
A5427G	 AGA→GGA	 Arg175Gly	 MP	
A5446G	 GAG→GGG	 Glu182Gly	 MP	
A5449G	 AGA→GGA	 Arg183Gly	 MP	
A5528G	 AAA→AAG	 Lys209Lys	 MP	
T5536A	 AUC→AAC	 Ile212Asn	 MP	
G5635C	 AGG→ACG	 Arg244Thr	 MP	
	 	 	 	 	
Control	(2)	 T4441C	 AUU→ACU	 Ile1456Thr	 RdRp	
C4492T	 GCC→GUC	 Ala1473Val	 RdRp	
C4515T	 CUG→UUG	 Leu1481Leu	 RdRp	
C4542T	 CCG→UCG	 Pro1490Ser	 RdRp	
A4770G	 AAU→GAU	 Asn1566Asp	 RdRp	
C4788T	 CAG→UAG	 Gln1572STOP	 RdRp	
A4789T	 CAG→CUG	 Gln1572Leu	 RdRp	
A4848G	 AAA→GAA	 Lys1592Glu	 RdRp	
T4882Del	 CUU→Del	 Leu1603Del	 RdRp	
T4884C	 UUU→CUU	 Phe1604Leu	 RdRp	
A4923G	 GGA→GGG	 Gly4Gly	 MP	
C5048T	 UCA→UUA	 Ser46Leu	 MP	
G5166T	 GUG→GUU	 Val85Val	 MP	
T5264C	 GUC→GCC	 Val118Ala	 MP	
T5300C	 AUG→ACG	 Met130Thr	 MP	





Muestra	a	5	dpi	 Mutacióna	 Cambio	codón	 Cambio	aminoácido	 Región	
T5379C	 UUU→UUC	 Phe156Phe	 MP	
T5393C	 AUU→ACU	 Ile161Thr	 MP	
A5401T	 AGA→UGA	 Arg164STOP	 MP	
T5483A	 GUU→GAU	 Val191Asp	 MP	
T5508C	 CCU→CCC	 Pro199Pro	 MP	
G5571Del	 GGG→Del	 Gly220Del	 MP	
A5575Del	 AUU→Del	 Ile222Del	 MP	
G5601A	 CCG→CCA	 Pro230Pro	 MP	
A5656G	 AAU→GAU	 Asn249Asp	 MP	
A5657Del	 AAU→Del	 Asn249Del	 MP	
A5662G	 AUC→GUC	 Ile251Val	 MP	
C5664A	 AUC→AUA	 Ile251Ile	 MP	
C5664T	 AUC→AUU	 Ile251Ile	 MP	
	 	 	 	 	
FU25	(1)	 G4530T	 GGU→UGU	 Gly1488Cys	 RdRp	
C4542A	 CCG→ACG	 Pro1492Thr	 RdRp	
A4588T	 AAA→AUA	 Lys1507Ile	 RdRp	
T4865C	 UAU→UAC	 Tyr1599Tyr	 RdRp	
A5029G	 AAU→AGU	 Asn43Ser	 MP	
G5161T	 GGU→UGU	 Gly87Cys	 MP	
G5162Del	 GGU→GUG	 Gly87Val	 MP	
T5163C	 GGU→GGC	 Gly87Gly	 MP	
A5243T	 AAG→AUG	 Lys114Met	 MP	
T5257G	 UUC→UGC	 Phe119Cys	 MP	
A5662G	 AUC→GUC	 Ile254Val	 MP	
	 	 	 	 	
FU50	(1)	 C4385T	 AUC→AUU	 Ile1439Ile	 RdRp	
A4596Ins	 AAA→AAA	 Lys1510Lys	 RdRp	
G4812A	 GUU→AUU	 Val1582Ile	 RdRp	
G4820T	 AAG→AAU	 Lys1584Asn	 RdRp	
A5306del	 AAC→AAG	 Asn135Lys	 MP	
T5561C	 GUC→GCC	 Val220Ala	 MP	
A5661G	 UUA→UUG	 Leu253Leu	 MP	
C5664A	 AUC→AUA	 Ile254Ile	 MP	
	 	 	 	 	
FU100	(1)	 G4501T	 GGU→GUU	 Gly1476Val	 RdRp	
A4555C	 CAC→CCC	 His1494Pro	 RdRp	
C4671T	 CUA→UUA	 Leu1533Leu	 RdRp	
T4866C	 UUG→CUG	 Leu1600Leu	 RdRp	
T5359G	 UGU→GGU	 Cys153Gly	 MP	
G5360A	 UGU→UAU	 Cys153Tyr	 MP	
C5664T	 AUC→AUU	 Ile254Ile	 MP	
	 	 	 	 	
FU100	(2)	 T4494G	 UUU→GUU	 Phe1476Val	 RdRp	
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Muestra	a	5	dpi	 Mutacióna	 Cambio	codón	 Cambio	aminoácido	 Región	
G4676A	 AAG→AAA	 Lys1536Lys	 RdRp	
G5338A	 GUG→AUG	 Val146Met	 MP	
G5338T	 GUG→UUG	 Val146Leu	 MP	
T5530C	 UUU→CUU	 Phe210Leu	 MP	
C5664T	 AUC→AUU	 Ile254Ile	 MP	
	 	 	 	 	
FU100	(3)	 A4428G	 AAC→GAC	 Asn1454Asp	 RdRp	
C4456T	 GCC→GUC	 Ala1463Val	 RdRp	
G4544T	 CCG→CCU	 Pro1492Pro	 RdRp	
A4576T	 AAU→AUU	 Asn1503Ile	 RdRp	
T4754C	 GUU→GUC	 Val1562Val	 RdRp	
A4960Del	 AUG→Del	 Met20	 MP	
T5019C	 GUU→GUC	 Val39Val	 MP	
C5148T	 GAC→GAU	 Asp82Asp	 MP	
T5406C	 AAU→AAC	 Asn186Asn	 MP	
A5581G	 AGU→GGU	 Ser227Gly	 MP	
C5599T	 CCG→UCG	 Pro233Ser	 MP	
A5662T	 AUC→UUC	 Ile254Phe	 MP	
Muestra	a	10	dpi	 Mutacióna	 Cambio	codón	 Cambio	aminoácido	 Región	
Control	(1)	 T4577C	 AAU→AAC	 Asn1503Asn	 RdRp	
T4593G	 UUU→GUU	 Phe1509Val	 RdRp	
T4748C	 UGU→UGC	 Cys1560Cys	 RdRp	
C4881T	 CUU→UUU	 Leu1605Phe	 RdRp	
T5022C	 GAU→GAC	 Asp40Asp	 MP	
C5100T	 UAC→UAU	 Tyr66Tyr	 MP	
G5122A	 GUC→AUC	 Val74Ile	 MP	
G5162T	 GGU→GUU	 Gly87Val	 MP	
G5626A	 GAU→AAU	 Asp242Asn	 MP	
	 	 	 	 	
FU25	(1)	 G4710A	 GAU→AAU	 Asp1548Asn	 RdRp	
A4960del	 AUG→Del	 Met20	 MP	
T5053C	 UCA→CCA	 Ser51Pro	 MP	
G5122A	 GUC→AUC	 Val74Ile	 MP	
G5313A	 UGG→UGA	 Trp137STOP	 MP	
C5599T	 CCG→UCG	 Pro233Ser	 MP	
T5613C	 UAU→UAC	 Tyr237Tyr	 MP	
A5656G	 AAU→GAU	 Asn252Asp	 MP	
	 	 	 	 	
FU50	(1)	 A4589G	 AAA→AAG	 Lys1507Lys	 RdRp	
G4888T	 AGA→AUA	 Arg1607Ile	 RdRp	
T5355C	 GGU→GGC	 Gly151Gly	 MP	
T5037C	 CAU→CAC	 His45His	 MP	
G5200C	 GCC→CCC	 Ala100Pro	 MP	





Muestra	a	5	dpi	 Mutacióna	 Cambio	codón	 Cambio	aminoácido	 Región	
G5293T	 GAC→UAC	 Asp131Tyr	 MP	
C5365T	 CUU→UUU	 Leu155Phe	 MP	
A5552del	 AAG→Del	 Lys217	 MP	
C5664A	 AUC→AUA	 Ile254Ile	 MP	
C5664T	 AUC→AUU	 Ile254Ile	 MP	
	 	 	 	 	
FU100	(1)	 A4528G	 AAG→AGG	 Lys1487Arg	 RdRp	
T4883C	 CUU→CUC	 Leu1605Leu	 RdRp	
T4896C	 UUU→CUU	 Phe1610Leu	 RdRp	
T4974ins	 UUA→UUU	 Leu24Phe	 MP	
G4983C	 AUG→AUC	 Met27Ile	 MP	
A5109G	 UUA→UUG	 Leu69Leu	 MP	
A5132Del	 GAG→GGU	 Glu77Gly	 MP	
G5179A	 GUG→AUG	 Val93Met	 MP	
A5207G	 GAG→GGG	 Glu102Gly	 MP	
C5562A	 GUC→GUA	 Val220Val	 MP	
G5626A	 GAU→AAU	 Asp242Asn	 MP	
G5633A	 GGA→GAA	 Gly244Glu	 MP	
G5635A	 GGA→AGA	 Gly245Arg	 MP	
T5644C	 UUU→CUU	 Phe248Leu	 MP	
	 	 	 	 	
FU100	(2)	 T5037C	 CAU→CAC	 His45His	 MP	
T5223C	 UCU→UCC	 Ser107Ser	 MP	
T5502C	 GAU→GAC	 Asp200Asp	 MP	
	 	 	 	 	
FU100	(3)	 T5444G	 GUG→GGG	 Val181Gly	 MP	
C5562T	 GUC→GUU	 Val220Val	 MP	
T5593C	 UUA→CUA	 Leu231Leu	 MP	
T5631C	 UUU→UUC	 Phe243Phe	 MP	
A5662G	 AUC→GUC	 Ile254Val	 MP	
C5664T	 AUC→AUU	 Ile254Ile	 MP	
Muestra	a	31	dpi	 Mutacióna	 Cambio	codón	 Cambio	aminoácido	 Región	
Control	(1)	 T4442C	 AUU→AUC	 Ile1458Ile	 RdRp	
T4502C	 GGU→GGC	 Gly1478Gly	 RdRp	
A4956Del	 ACA→ACA	 Thr18Thr	 MP	
T5022C	 GAU→GAC	 Asp40Asp	 MP	
C5295G	 GAC→GAG	 Asp131Glu	 MP	
	 	 	 	 	
FU100	(1)	 T4386C	 UGG→CGG	 Trp1440Arg	 RdRp	
A4519G	 UAC→UGC	 Tyr1484Cys	 RdRp	
C4975Del	 CCG→CGU	 Pro25Arg	 MP	
A5045G	 GAG→GGG	 Glu48Gly	 MP	
T5094C	 AGU→AGC	 Ser64Ser	 MP	
T5280C	 GCU→GCC	 Ala126Ala	 MP	
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Muestra	a	5	dpi	 Mutacióna	 Cambio	codón	 Cambio	aminoácido	 Región	
G5333T	 AGA→AUA	 Arg144Ile	 MP	
A5440G	 AAC→GAC	 Asn180Asp	 MP	
T5644C	 UUU→CUU	 Phe248Leu	 MP	










RdRp	 MP	 TOTAL	 RdRp	 MP	 TOTAL	
Transiciones	 %	 %	 %	 %	 %	 %	
A→G	 15,4	 25,0	 22,4	 9,1	 7,1	 8,0	
G→A	 0,0	 5,6	 4,1	 9,1	 14,3	 12,0	
C→U	 30,8	 13,9	 18,4	 18,2	 28,6	 24,0	
U→C	 30,8	 22,2	 24,5	 18,2	 28,6	 24,0	
Total	 76,9	 66,7	 69,4	 54,5	 78,6	 68,0	
Transversiones	 	 	 	 	 	 	
A→C	 0,0	 0,0	 0,0	 9,1	 0,0	 4,0	
C→A	 0,0	 2,8	 2,0	 0,0	 0,0	 0,0	
A→U	 15,4	 2,8	 6,1	 9,1	 7,1	 8,0	
U→A	 0,0	 8,3	 6,1	 0,0	 0,0	 0,0	
C→G	 0,0	 0,0	 0,0	 0,0	 0,0	 0,0	
G→C	 0,0	 2,8	 2,0	 0,0	 0,0	 0,0	
G→U	 0,0	 2,8	 2,0	 18,2	 7,1	 12,0	
U→G	 0,0	 0,0	 0,0	 9,1	 0,0	 4,0	
Total	 15,4	 19,4	 18,4	 45,5	 14,3	 28,0	
Substituciones	 92,3	 86,1	 87,8	 100,0	 92,9	 96,0	
Inserciones	 0,0	 0,0	 0,0	 0,0	 0,0	 0,0	
Deleciones	 7,7	 13,9	 12,2	 0,0	 7,1	 4,0	
Total	 100,0	 100,0	 100,0	 100,0	 100,0	 100,0	
No	sinónimas	 	 	 	 	 	 	
Cambio	de	sentido	 53,8	 50	 51,0	 54,5	 57,1	 56	
Sin	sentido	 15,3	 5,5	 8,1	 0	 0	 0	
Cambio	marco	de	lectura	 7,6	 13,8	 12,2	 0	 7,1	 4	
Sinónimas	 23	 30,5	 28,5	 45,4	 35,7	 40	







































cadena”	 (chain-terminating)	 por	 Frederick	 Sanger	 (Sanger	 et	 al.,	 1977).	 Sanger	et	 al.	





secuencias	 de	 genómicas	 virales.	 	 Esta	 información	 ha	 sido	 fundamental	 para	
comprender	la	estructura	de	los	genomas	virales,	su	biología,	la	evolución,	la	diversidad,	
la	transmisión,	la	patogénesis,	así	como	la	evasión	de	la	respuesta	inmune	del	huésped,	
los	 medicamentos	 antivirales	 y	 vacunas.	 A	 pesar	 del	 impresionante	 éxito	 de	 la	




tamaño.	 Es	 por	 ello	 que	 era	 necesario	 el	 desarrollo	 de	 una	 segunda	 generación	 de	
tecnologías	de	secuenciación	que	solventara	alguna	de	estas	limitaciones.	
Tras	el	desarrollo	de	varios	métodos	novedosos	para	la	secuenciación	de	DNA	a	finales	
de	 1990	 y	 principios	 de	 2000	 (Brenner	 et	 al.,	 2000;	 Ronaghi	 et	 al.,	 1996),	 se	 han	
incorporado	 al	 mercado	 diferentes	 tecnologías	 para	 componer	 lo	 que	 ha	 sido	
denominada	 como	 secuenciación	 de	 próxima	 generación	 (NGS),	 también	 conocido	
como	“segunda	generación”,	“secuenciación	masiva”	o		“secuenciación	profunda”.	Estas	
tecnologías	de	secuenciación	masiva	son	capaces	de	generar	entre	tres	y	cuatro	órdenes	
de	 magnitud	 más	 de	 información	 que	 la	 anterior	 secuenciación	 de	 Sanger	 y	 son	







parámetros	 de	 rendimiento	 propios	 de	 ese	 sistema,	 como	 el	 número	 de	 lecturas	
obtenidas,	longitud	de	las	lecturas,	la	precisión,	el	tiempo	por	run,	coste,	etc.	(Liu	et	al.,	
2012;	Quail	et	al.,	2012).	En	2004,	454	Life	Sciences	(Branford,	CT)	presentó	el	primer	
instrumento	 basado	 en	 pirosecuenciación	 (Margulies	 et	 al.,	 2005),	 antes	 de	 ser	
adquirida	por	Roche	 (Basilea.	Suiza).	A	este	equipo	 le	siguió	 la	aparición	del	Genome	
Analyzer	 (GA,	 Solexa,	 Chesterford,	 Reino	 Unido)	 en	 2005	 (Bennett,	 2004),	 ahora	
renombrado	 como	 Illumina	 (San	 Diego,	 CA).	 En	 2007,	 se	 crea	 el	 primer	 sistema	 de	
secuenciación	 SOLiD	por	 Applied	 Biosystems	 (Foster	 City,	 CA)	 (Valouev	 et	 al.,	 2008),	
mientras	que	el	 secuenciador	Helicos	 (Bowers	 et	 al.,	 2009)	 y	 el	 Ion	 Torrent	 Personal	
Genome	Machine	(Rothberg	et	al.,	2011),	fueron	comercializados	por	Life	Technologies	
(Carlsbad,	CA)	en	2009	y	2011,	respectivamente.	Pacific	Biosciences	 (Menlo	Park,	CA)	
introdujo	 el	 secuenciador	 en	 tiempo	 real	 de	 una	 sóla	 molécula	 (single-molecule	
sequencer)	 en	 2011	 (Eid	 et	 al.,	 2009)	 y,	 más	 recientemente,	 Oxford	 Nanopore	
Tecnologies	(Oxford,	Reino	Unido)	dio	a	conocer	el	secuenciador	de	moléculas	simples	
ultra-largas	 (Howorka	 et	 al.,	 2001).	 Todas	 estas	 metodologías	 han	 seguido	
desarrollándose	con	nuevos	productos	químicos	e	instrumentos	más	potentes,	lo	que	
resulta	en	niveles	cada	vez	más	altos	de	rendimiento	de	secuenciación	y	un	constante	





Actualmente	 el	 mercado	 de	 la	 secuenciación	 masiva	 está	 copado	 por	 cuatro	
plataformas:	 454TM	 (454	 Life	 Sciences/Roche,	 Branford,	 CT)	 (Margulies	 et	 al.,	 2005),	

















Los	 factores	 más	 importantes	 en	 la	 selección	 de	 una	 plataforma	 de	 secuenciación	
incluyen	 el	 tamaño	 de	 lectura	 o	 el	 tamaño	 del	 genoma	 en	 estudio,	 su	 complejidad	




454	 tiene	 la	 desventaja	 de	 ser	 poco	 competitiva	 en	 cuanto	 al	 precio	 con	 respecto	 a	







La	 NGS	 ha	 sido	 la	 gran	 impulsora	 de	 todos	 los	 estudios	 genómicos	 realizados	
recientemente	y	la	virología	ha	sido	capaz	de	adaptarse	a	ella	tomando	una	particular	
ventaja	 sobre	 el	 uso	 de	 esta	metodología.	 En	 primer	 lugar,	 ahora	 es	más	 sencillo	 y	
asequible	 que	 nunca	 secuenciar	 genomas	 virales	 completos.	 Del	 mismo	 modo,	 la	
identificación	 y	 clasificación	 de	 nuevos	 virus	 y	 de	 los	 ya	 conocidos,	 caracterizando		
poblaciones	 virales	 sin	 la	 necesidad	 de	 cultivarlos	 o	 clonarlos	 previamente	 a	 la	














Hasta	ahora,	 incluso	con	 la	 llegada	de	 las	NGS,	es	muy	común	encontrar	estudios	de	
cuasiespecies	basados	en	secuenciación	Sanger,	como	se	ha	mostrado	en	el	Capítulo	1	
de	la	presente	Tesis.	Este	tipo	de	análisis	para	el	estudio	de	cuasiespecies	virales	necesita	
una	 gran	 mano	 de	 obra	 además	 de	 la	 producción	 de	 una	 gran	 multitud	 de	 clones	
moleculares.	 A	 día	 de	 hoy	 la	NGS	 se	 está	 imponiendo	 a	 la	 aproximación	 por	 Sanger	
puesto	que	son	capaces	de	generar	hasta	107	moléculas	para	una	sola	muestra.	Esto	las	






Rozera	 et	 al.,	 2009;	 Shao	 et	 al.,	 2013;	 Varghese	 et	 al.,	 2009).	Otros	 estudios	 se	 han	














virales	 y	 la	 diversidad	 de	 las	 cuasiespecies	 intra-hospedador	 (Gregori	 et	 al.,	 2014;	
Ninomiya	et	al.,	2012),	la	identificación	de	variantes	virales	de	transmisión	(Bull	et	al.,	
2011;	Escobar-Gutiérrez	et	al.,	2012),	 y	 los	 factores	asociados	con	 la	patogénesis	del	















para	 diseccionar	 las	 poblaciones	 genéticamente	 complejas	 de	 virus	 de	 plantas.	 Por	
ejemplo,	en	una	publicación	pionera	en	el	estudio	de	cuasiespecies	de	virus	de	plantas	
a	 través	 de	 NGS	 (Simmons	 et	 al.,	 2012),	 la	 secuenciación	masiva	 de	 5	 regiones	 del	
genoma	del	Zucchini	Yellow	Mosaic	Virus	en	el	hospedador	Cucurbita	pepo,	se	llevó	a	
cabo	 bajo	 dos	 condiciones	 de	 inoculación	 diferentes:	 vía	 vector	 infectivo	 y	 vía	
inoculación	mecánica.	Los	resultados	sugirieron	que	el	vector	o	 los	cuellos	de	botella	
impuestos	por	el	huésped	(asociados	respectivamente	con	la	transmisión	y	la	infección	











excepción	de	estudios	 como	el	 realizado	con	el	 genoma	completo	del	Potato	virus	Y	












ejemplo,	 existe	 una	 gran	 variedad	 de	 herramientas	 bioinformáticas	 para	 la	
reconstrucción	de	novo	de	genomas	a	partir	de	secuencias	disponibles	(Paszkiewicz	and	
Studholme,	2010;	Zhang	et	al.,	2011).	
Muchas	 compañías	de	 secuenciación	 comerciales,	 como	Roche,	 Illumina,	 SOLiD,	etc.,	
ofrecen	 sus	 servicios	 de	 software	 a	 los	 clientes	 para	 diferentes	 tipos	 de	 análisis	 de	
secuenciación	de	DNA	o	RNA.		

























particulares	 de	 plantas,	 o	 tejidos	 de	 estas,	 debido	 a	 que	 es	 conocido	 que	 algunas	
especies	de	plantas	 contienen	 sustancias	que	 interfieren	 con	 la	 extracción	de	 ácidos	
nucleicos	 o	 con	 la	 manipulación	 enzimática	 posterior	 (transcripción	 inversa,	
amplificación	por	PCR,	RCA).		
Estos	nuevos	enfoques	basados	en	NGS	tienen	un	enorme	potencial	en	el	campo	del	
estudio	de	 cuasiespecies	 virales.	 Este	potencial	 ya	está	ampliamente	 ilustrado	por	 la	
continua	aparición	de	nuevas	herramientas	para	el	estudio	de	diferentes	aspectos	de	las	































Para	 la	 comprobación	 del	 funcionamiento	 de	QuasiFlow	 se	 utilizó	material	 biológico	
procedente	del	IHSM	“La	Mayora”,	amablemente	cedido	por	el	Dr.	Enrique	Moriones,	










se	 centrifugó	a	12000	g	durante	5	min	a	 temperatura	 ambiente.	 El	 sobrenadante	 se	
transfirió́	a	un	nuevo	tubo	al	que	se	le	añadieron	300	μl	de	fenol:cloroformo	1:1	(v/v)	
equilibrado	 a	 pH	 8,	 mezclando	 bien	 las	 fases	 antes	 de	 usarlo.	 A	 continuación	 se	
centrifugó	 a	 12000	 g	 durante	 5	 min	 a	 temperatura	 ambiente	 y	 la	 fase	 acuosa	 fue	







Las	 enzimas	 de	 restricción	 empleadas	 fueron	 suministradas	 por	 la	 casa	 comercial	






enzimas	 de	 restricción	 se	 inactivaron	 según	 las	 instrucciones	 del	 fabricante,	
generalmente	incubándolas	durante	30	min	a	65°C.		
	 Tratamiento	de	las	extracciones	de	DNA	total	con	DpnI	
Las	 muestras	 de	 DNA	 procedentes	 de	 plantas	 de	 S.	 lycopersicum	 agroinfectadas	 se	
trataron	con	la	endonucleasa	DpnI	para	eliminar	los	restos	de	DNA	viral	procedente	de	
A.	 tumefaciens	 de	 la	muestra	 y	 no	 el	 DNA	 viral	 replicado	 en	 el	 interior	 de	 la	 planta	
infectada.	Esta	enzima	de	restricción	reconoce	la	secuencia	GATC	en	la	que	las	adeninas	
estén	metiladas.	Dado	que	la	metilación	en	eucariotas	tiene	lugar	en	las	citosinas,	DpnI	
digiere	 el	 DNA	 procedente	 de	 organismos	 procariotas	 pero	 no	 el	 procedente	 de	
organismos	eucariotas.		
3.2. Eliminación	de	endonucleasas	de	las	muestras.	
Para	 la	 purificación	 del	 DNA	 tratado	 con	 endonucleasas	 se	 utilizó	 el	 kit	 comercial	
StrataClean	Resin	 (Agilent	 Technologies),	 siguiendo	 las	 instrucciones	 indicadas	por	 el	
fabricante.	El	funcionamiento	de	este	kit	se	basa	en	una	purificación	libre	de	fenoles	en	
la	 cual,	 la	 fase	 sólida	 de	 resina	 contiene	 grupos	 hidroxilos	 que	 reaccionan	 con	 las	

















Para	 reducir	 la	 acumulación	 de	 errores	 aleatorios	 que	 pueda	 introducir	 la	 DNA	
polimerasa	Φ29	 cada	muestra	 se	 amplificó	 por	 duplicado	 uniéndose	 el	 producto	 de	
ambas	amplificaciones	en	un	volumen	final	de	20	μl.	Dado	que	los	errores	generados	en	






89	mM,	 EDTA	 2	mM	 y	 Ácido	 Bórico	 89	mM).	 La	 concentración	 de	 agarosa	 varió	 en	
función	 del	 tamaño	 de	 los	 fragmentos	 a	 separar,	 oscilando	 entre	 0.8-1%	 (p/v).	 A	 la	
solución	de	agarosa	fundida	se	añadió	Sybr	Safe	(1	μl/ml)	para	la	posterior	visualización	
de	 los	ácidos	nucleicos.	Cada	muestra	 se	mezcló	con	 tampón	de	carga	para	geles	de	
agarosa	en	proporción	5:1	(v/v).	La	electroforesis	se	realizó	en	cubetas	horizontales	con	










mediante	 la	 tecnología	 Illumina	MiSeq.	 Para	 ello	 las	 genotecas	 se	 crearon	 con	 el	 kit	












del	 NCBI	 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra,	 son	 propiedad	 de	 Sanger	 Institute	 y	
pertenecen	 al	 Proyecto	 PRJEB5005	 con	 consentimiento	 de	 uso	 público.	 Todas	 son	
secuenciaciones	 Illumina	Miseq	pareadas	 a	partir	 de	 librerías	de	400	nt.	 La	TABLA	1	
muestra	los	números	de	acceso	de	cada	una	de	las	43	muestras	de	DNA	mitocondrial	
secuenciadas	por	el	Sanger	Institute,	procedentes	de	un	número	variable	de	hombres	y	
mujeres.	 El	 DNA	 mitocondrial	 secuenciado	 fue	 extraído	 de	 sangre,	 línea	 celular	
linfoblastoide	o	saliva.	Según	descripción	de	los	autores,	estos	datos	pertenecen	a	un	





Sexo	 BioSample	 Experimento	 Organismo	 Run	 ID	SRA	 Descripción	muestra	 ID	Quasiflow	
Hombre	 SAMEA2258558	 ERX534475	 Homo	sapiens	 ERR576063	 ERS372267	 ADN	de	línea	celular	linfoblastoide	 Male_Lymphoblastoid_1	
Hombre	 SAMEA2258548	 ERX534450	 Homo	sapiens	 ERR576038	 ERS372257	 ADN	de	línea	celular	linfoblastoide		 Male_Lymphoblastoid_2	
Hombre	 SAMEA2258556	 ERX534451	 Homo	sapiens	 ERR576039	 ERS372265	 ADN	de	línea	celular	linfoblastoide		 Male_Lymphoblastoid_3	
Hombre	 SAMEA2258549	 ERX534462	 Homo	sapiens	 ERR576050	 ERS372258	 ADN	de	línea	celular	linfoblastoide		 Male_Lymphoblastoid_4	
Hombre	 SAMEA2258550	 ERX534474	 Homo	sapiens	 ERR576062	 ERS372259	 ADN	de	línea	celular	linfoblastoide		 Male_Lymphoblastoid_5	
Hombre	 SAMEA2258559	 ERX534487	 Homo	sapiens	 ERR576075	 ERS372268	 ADN	de	línea	celular	linfoblastoide		 Male_Lymphoblastoid_6	
Hombre	 SAMEA2258552	 ERX534498	 Homo	sapiens	 ERR576086	 ERS372261	 ADN	de	línea	celular	linfoblastoide		 Male_Lymphoblastoid_7	
Hombre	 SAMEA2258508	 ERX534445	 Homo	sapiens	 ERR576033	 ERS372217	 ADN	de	saliva	 Male_Salive_1	
Hombre	 SAMEA2258512	 ERX534493	 Homo	sapiens	 ERR576081	 ERS372221	 ADN	de	saliva	 Male_Salive_2	
Hombre	 SAMEA2258509	 ERX534457	 Homo	sapiens	 ERR576045	 ERS372218	 ADN	de	saliva	 Male_Salive_3	
Hombre	 SAMEA2258510	 ERX534469	 Homo	sapiens	 ERR576057	 ERS372219	 ADN	de	saliva	 Male_Salive_4	
Hombre	 SAMEA2258513	 ERX534505	 Homo	sapiens	 ERR576093	 ERS372222	 ADN	de	saliva	 Male_Salive_5	
Hombre	 SAMEA2258514	 ERX534517	 Homo	sapiens	 ERR576105	 ERS372223	 ADN	de	saliva	 Male_Salive_6	
Hombre	 SAMEA2258537	 ERX534508	 Homo	sapiens	 ERR576096	 ERS372246	 ADN	de	sangre	 Male_Blood_1	
Hombre	 SAMEA2258522	 ERX534518	 Homo	sapiens	 ERR576106	 ERS372231	 ADN	de	sangre		 Male_Blood_2	
Hombre	 SAMEA2258542	 ERX534473	 Homo	sapiens	 ERR576061	 ERS372251	 ADN	de	sangre		 Male_Blood_3	
Hombre	 SAMEA2258539	 ERX534532	 Homo	sapiens	 ERR576120	 ERS372248	 ADN	de	sangre		 Male_Blood_4	
Mujer	 SAMEA2258557	 ERX534463	 Homo	sapiens	 ERR576051	 ERS372266	 ADN	de	línea	celular	linfoblastoide	 Female_Lymphoblastoid_1	
Mujer	 SAMEA2258543	 ERX534485	 Homo	sapiens	 ERR576073	 ERS372252	 ADN	de	línea	celular	linfoblastoide	 Female_Lymphoblastoid_2	
Mujer	 SAMEA2258551	 ERX534486	 Homo	sapiens	 ERR576074	 ERS372260	 ADN	de	línea	celular	linfoblastoide	 Female_Lymphoblastoid_3	
Mujer	 SAMEA2258544	 ERX534497	 Homo	sapiens	 ERR576085	 ERS372253	 ADN	de	línea	celular	linfoblastoide	 Female_Lymphoblastoid_4	
Mujer	 SAMEA2258545	 ERX534509	 Homo	sapiens	 ERR576097	 ERS372254	 ADN	de	línea	celular	linfoblastoide	 Female_Lymphoblastoid_5	
Mujer	 SAMEA2258553	 ERX534510	 Homo	sapiens	 ERR576098	 ERS372262	 ADN	de	línea	celular	linfoblastoide	 Female_Lymphoblastoid_6	
Mujer	 SAMEA2258546	 ERX534521	 Homo	sapiens	 ERR576109	 ERS372255	 ADN	de	línea	celular	linfoblastoide	 Female_Lymphoblastoid_7	
Mujer	 SAMEA2258554	 ERX534522	 Homo	sapiens	 ERR576110	 ERS372263	 ADN	de	línea	celular	linfoblastoide	 Female_Lymphoblastoid_8	
Mujer	 SAMEA2258547	 ERX534533	 Homo	sapiens	 ERR576121	 ERS372256	 ADN	de	línea	celular	linfoblastoide	 Female_Lymphoblastoid_9	
Mujer	 SAMEA2258555	 ERX534534	 Homo	sapiens	 ERR576122	 ERS372264	 ADN	de	línea	celular	linfoblastoide	 Female_Lymphoblastoid_10	






Mujer	 SAMEA2258523	 ERX534530	 Homo	sapiens	 ERR576118	 ERS372232	 ADN	de	sangre	 Female_Blood_2	
Mujer	 SAMEA2258524	 ERX534447	 Homo	sapiens	 ERR576035	 ERS372233	 ADN	de	sangre	 Female_Blood_3	
Mujer	 SAMEA2258532	 ERX534448	 Homo	sapiens	 ERR576036	 ERS372241	 ADN	de	sangre	 Female_Blood_4	
Mujer	 SAMEA2258517	 ERX534458	 Homo	sapiens	 ERR576046	 ERS372226	 ADN	de	sangre	 Female_Blood_5	
Mujer	 SAMEA2258525	 ERX534459	 Homo	sapiens	 ERR576047	 ERS372234	 ADN	de	sangre	 Female_Blood_6	
Mujer	 SAMEA2258533	 ERX534460	 Homo	sapiens	 ERR576048	 ERS372242	 ADN	de	sangre	 Female_Blood_7	
Mujer	 SAMEA2258518	 ERX534470	 Homo	sapiens	 ERR576058	 ERS372227	 ADN	de	sangre	 Female_Blood_8	
Mujer	 SAMEA2258526	 ERX534471	 Homo	sapiens	 ERR576059	 ERS372235	 ADN	de	sangre	 Female_Blood_9	
Mujer	 SAMEA2258534	 ERX534472	 Homo	sapiens	 ERR576060	 ERS372243	 ADN	de	sangre	 Female_Blood_10	
Mujer	 SAMEA2258511	 ERX534481	 Homo	sapiens	 ERR576069	 ERS372220	 ADN	de	sangre	 Female_Blood_11	
Mujer	 SAMEA2258519	 ERX534482	 Homo	sapiens	 ERR576070	 ERS372228	 ADN	de	sangre	 Female_Blood_12	
Mujer	 SAMEA2258527	 ERX534483	 Homo	sapiens	 ERR576071	 ERS372236	 ADN	de	sangre	 Female_Blood_13	
Mujer	 SAMEA2258535	 ERX534484	 Homo	sapiens	 ERR576072	 ERS372244	 ADN	de	sangre	 Female_Blood_14	
Mujer	 SAMEA2258520	 ERX534494	 Homo	sapiens	 ERR576082	 ERS372229	 ADN	de	sangre	 Female_Blood_15	
Mujer	 SAMEA2258528	 ERX534495	 Homo	sapiens	 ERR576083	 ERS372237	 ADN	de	sangre	 Female_Blood_16	
Mujer	 SAMEA2258521	 ERX534506	 Homo	sapiens	 ERR576094	 ERS372230	 ADN	de	sangre	 Female_Blood_17	
Mujer	 SAMEA2258529	 ERX534507	 Homo	sapiens	 ERR576095	 ERS372238	 ADN	de	sangre	 Female_Blood_18	
Mujer	 SAMEA2258530	 ERX534519	 Homo	sapiens	 ERR576107	 ERS372239	 ADN	de	sangre	 Female_Blood_19	
Mujer	 SAMEA2258515	 ERX534529	 Homo	sapiens	 ERR576117	 ERS372224	 ADN	de	sangre	 Female_Blood_20	
Mujer	 SAMEA2258531	 ERX534531	 Homo	sapiens	 ERR576119	 ERS372240	 ADN	de	sangre	 Female_Blood_21	
Mujer	 SAMEA2258540	 ERX534449	 Homo	sapiens	 ERR576037	 ERS372249	 ADN	de	sangre	 Female_Blood_22	
Mujer	 SAMEA2258541	 ERX534461	 Homo	sapiens	 ERR576049	 ERS372250	 ADN	de	sangre	 Female_Blood_23	
Mujer	 SAMEA2258536	 ERX534496	 Homo	sapiens	 ERR576084	 ERS372245	 ADN	de	sangre	 Female_Blood_24	





El	 desarrollo	 del	 software	 para	 el	 análisis	 bioinformático	 de	 cuasiespecies	 virales	
secuenciadas	 por	 NGS,	 QuasiFlow,	 fue	 desarrollado	 en	 colaboración	 con	 el	 Dr.	 M.	







Algoritmo:	 es	 una	 lista	 bien	 definida,	 ordenada	 y	 finita	 de	 operaciones	 que	 permite	
hallar	la	solución	a	un	problema.	Dado	un	estado	inicial	y	una	entrada,	a	través	de	pasos	
sucesivos	y	bien	definidos	se	llega	a	un	estado	final,	obteniendo	una	solución.		


























SCBI	 de	 la	Universidad	 de	Málaga.	 PICASSO	 tiene	 un	 hardware	 compuesto	 por	 2312	
cores,	21	TB	de	memoria	RAM,	750	TB	de	memoria	ROM	y	31	TFLOPS.	Una	información	




tener	aplicaciones	en	 su	 terminal	que	permitan	el	 acceso	al	 supercomputador.	 Estas	
aplicaciones	dependerán	del	sistema	operativo	nativo	en	el	ordenador	de	cada	usuario.	




Cyberduck:	 es	 una	 aplicación	 cliente	 de	 código	 abierto	 de	 FTP	 y	 SFTP,	 WebDAV,	
Rackspace	Cloud,	Google	Docs,	and	Amazon	S3	para	 los	sistemas	operativos	Mac	OS.	
Cyberduck	está	escrito	en	lenguaje	Java	y	usa	la	interfaz	de	usuario	Cocoa.	Su	función	





se	ejecuta	en	 IOS	y	se	 le	 indica	que	debe	conectar	a	una	máquina	UNIX	(PICASSO	en	










descrito	en	el	apartado	1.	de	Resultados.	Todos	 los	programas	en	el	 flujo	de	 trabajo	
están	basados	en	leguajes	de	programación	Ruby,	Perl	o	R.	
Autoflow:	 Es	 un	 gestor	 de	 flujos	 de	 trabajo	 que	 permite	 construir	 cualquier	 flujo	 de	





búsqueda	 de	 secuencias	 similares	 a	 una	 referencia	 dada	 y	 eliminación	 de	
indeterminaciones	en	las	secuencias	y	otros	contaminantes.		
BWA:	Este	 software	 se	empleó	para	el	 indexado	de	 las	 secuencias	de	 referencia	y	el	
posterior	mapeo	de	las	secuencias	obtenidas	por	secuenciación	masiva	.	














de	 cuasiespecies	 virales	 a	 partir	 de	 datos	 de	 secuenciación	 masiva.	 Permite	
reconstrucción	de	haplotipos	y	estimación	de	su	abundancia.	































que	 crease	 recombinaciones	 aleatorias	 en	 las	 secuencias	 de	 los	 controles	 anteriores	
(recombinator.rb).	El	código	fuente	de	ambos	puede	consultarse	en	el	Anexo	scripts.	De	
esta	 forma	 tendremos	 un	 control	 negativo	 sin	 recombinaciones	 y	 otro	 con	















QuasiFlow	 se	 componen	 de	 ANOVA	 para	 el	 análisis	 comparativo	 entre	 muestras	 o	
variables	de	muestras	(origen	de	la	muestra,	dpi,	genotipo,	etc),	 índice	de	Shannon	y	
diversidad	nucleotídica	calculados	a	partir	de	la	reconstrucción	de	haplotipos	y	análisis	









1. Análisis	 bioinformático	 de	 secuencias	 de	 virus	 mediante	 la	 herramienta	
QuasiFlow.		
1.1. Descripción		
Para	 examinar	 la	 variabilidad	 de	 las	 cuasiespecies	 virales	 a	 partir	 de	 datos	 de	 NGS,	





es	debido	a	que	actualmente	 la	secuenciación	basada	en	 Illumina	es	 la	que	ofrece	 la	
mayor	 calidad	de	 secuencias	 y	 con	 la	mayor	 longitud	 (Barba	 et	 al.,	 2014),	 lo	 cual	 es	
determinante	a	la	hora	de	la	reconstrucción	de	haplotipos.	















encarga	del	 análisis	 individual	de	 cada	una	de	 las	muestras	 sometidas	a	estudio	 y	el	



































Reconstrucción de la cuasiespecie
1 variable
2 variables
3 ó más variables
Arbol filogenético




Figura	 1.	 Representación	 esquemática	 del	 funcionamiento	 de	 la	 herramienta	 QuasiFlow.	 Se	
estructura	 en	 dos	 bloques:	 el	 primero	 requiere	 la	 introducción	 de	 variables	 	 específicas	 de	 cada	
muestra	por	parte	del	usuario.	De	este	primer	bloque	se	obtienen	resultados	posicionales	y	generales,	
además	de	informes	sobre	el	funcionamiento	del	flujo	de	trabajo.	A	partir	de	los	resultados	generales	
obtenidos	 de	 todas	 las	 muestras	 analizadas,	 QuasiFlow	 ejecuta	 el	 segundo	 bloque,	 dando	 como	
resultado	un	análisis	comparativo	de	las	muestras.	
	























- SeqTrimNext	 Chunk	 Length:	 variable	 que	 define	 la	 procedencia	 de	 la	
secuenciación.	 Hay	 que	 indicar	 valor	 “20000”	 si	 las	 lecturas	 proceden	 de	 una	
secuenciación	HiSeq	o	un	valor	“5000”	(por	defecto)	si	las	lecturas	proceden	de	MiSeq.		
Para	 comenzar	 su	 funcionamiento,	 Quasiflow	 requiere	 además	 una	 lista	
(samples_to_process.lst)	con	los	nombres	de	todas	las	muestras	que	se	deseen	analizar	
en	paralelo.		





En	esta	etapa	se	 lleva	a	cabo	el	 indexado	de	 la	secuencia	de	referencia.	A	su	vez,	 se	
produce	el	filtrado	de	secuencias	a	través	del	programa	SeqtrimNext	(Corchado	et	al.,	











hemos	 adaptado	 este	 script	 para	 capturar	 las	 lecturas	 que	 muestran	 similitud	 de	
secuencia	con	la	secuencia	de	referencia	del	virus.	Las	secuencias	víricas	filtradas	de	esta	
forma	 son	 las	 que	 entran	 en	 el	 flujo	 de	 trabajo,	 quedando	 el	 resto	 de	 secuencias	
retenidas	en	este	paso.	El	filtro	de	calidad	de	secuencias	que	usa	QuasiFlow	es	de	un	
































se	 lleva	a	 cabo	 el	 análisis	de	variantes	 como	secuencias	 recombinantes,	 análisis	de	SNPs	 e	 InDels,	
variantes	por	ORF,	 reconstrucción	de	haplotipos,	 etc…	La	 tercera	 fase	 (recuadro	verde)	 recopila	 y	








de	 secuencia	 con	una	menor	probabilidad	de	error	que	 se	explicarán	en	el	 siguiente	
apartado	de	análisis	de	muestras	individuales.	
- Fase	de	análisis	de	muestras	individuales	(Bloque	1)	
La	 fase	 analítica	 es	 el	 núcleo	 central	 del	 bloque	de	 análisis	 de	muestras	 individuales	
(Figura	3).	Todos	 los	análisis	que	se	 realizan	en	esta	 fase	se	ejecutan	en	paralelo,	de	
forma	que	se	consigue	una	reducción	considerable	en	el	tiempo	empleado.	Es	en	esta	
fase	central	donde	se	 lleva	a	 cabo	el	estudio	de	 recombinaciones,	 reconstrucción	de	
haplotipos,	búsqueda	de	variantes	nucleotídicas	y	donde	se	analiza	cada	uno	de	los	ORFs	
para	estudiar	la	variabilidad	en	los	codones.		
El	 análisis	 de	 recombinación	 se	 realiza	 a	 través	 del	 programa	 ViReMa	 (Routh	 and	
Johnson,	2014)	.	Tal	como	se	muestra	en	la	Figura	4,	este	programa	crea	una	secuencia	
“semilla”	de	una	longitud	de	20	nt	en	cada	lectura	secuenciada	(Figura	4A)	y	la	compara	









Para	 la	 reconstrucción	 de	 haplotipos,	 QuasiFlow	 utiliza	 la	 herramienta	 HaploClique	
(Töpfer	et	al.,	2014).	Este	programa	crea	“superlecturas”	a	partir	de	un	alineamiento	de	
lecturas	de	secuencias	que	compartan	un	100%	de	identidad	en	el	90%	de	su	longitud	





















Figura	 4.	 Análisis	 de	 secuencias	 recombinantes	 con	 el	 programa	 ViReMa.	 Se	 crea	 una	 secuencia	
“semilla”	de	una	longitud	de	20	nt	en	cada	lectura	secuenciada	(A)	y	la	compara	con	la	secuencia	de	
referencia	(B).	Una	vez	ha	encontrado	una	identidad	del	100%,	se	extiende	la	región	alineada	hasta	
que	 deja	 de	 coincidir	 la	 secuencia	 problema	 con	 la	 referencia	 en	 un	 nucleótido	 (C).	 La	 lectura	 se	











hemos	 desarrollado	 un	 script	 integrado	 como	 parte	 del	 flujo	 de	 QuasiFlow	 que	
complementa	 esta	 reconstrucción	 de	 haplotipos.	 Dicho	 script	 está	 basado	 en	 la	
ejecución	cíclica	de	este	módulo	de	reconstrucción	de	haplotipos	utilizando	como	nueva	
entrada	 las	 superlecturas	 generadas	 en	 el	 ciclo	 anterior.	 De	 esta	 forma	 se	 consigue	










cada	 posición	 de	 la	 referencia,	 estimando	 que	 no	 hay	 sesgo	 en	 la	 introducción	 del	
nucleótido	 erróneo	 durante	 la	 secuenciación),	 lo	 que	 deja	 el	 umbral	 de	 error	 de	

















- Tabla	 resumen:	 contiene	 datos	 generales	 de	 la	muestra,	 número	 de	 lecturas,	


























crea	un	 archivo	 .html	 como	el	 que	muestra	 la	Figura	5,	 indicando	 los	 resultados	del	
filtrado	por	calidad	y	por	longitud	de	lectura	de	las	secuencias.	
Para	comprobar	que	QuasiFlow	funciona	de	forma	correcta	y	comprobar	este	primer	





de	 errores	 en	 la	 secuencia	 similar	 a	 los	 producidos	 por	 la	 técnica	 de	 secuenciación	
Illumina	MiSeq.	La	secuenciación	creada	a	partir	de	este	programa	se	caracteriza	por	
tener	un	coverage	medio	de	60000X,	con	lecturas	de	250	nt	de	longitud	pareadas	a	partir	
de	 genotecas	de	400	nt.	 Esta	muestra	 serviría	de	 control	 negativo	de	mutaciones.	A	
Figura	5.	Representación	gráfica	generada	a	partir	de	los	resultados	obtenidos	con	SeqTrimNext	tras	
















































nucleótidos	 y	 de	 codones	 está	 expresada	 por	 un	 código	 de	 colores	 del	 amarillo	 (frecuencia	 de	
mutación	no	detectable	por	Quasiflow)	al	rojo	(frecuencias	de	mutación	cercanas	a	10-1	mutaciones	
por	nucleótido	secuenciado	en	esa	posición).	Los	círculos	concéntricos	del	gráfico	numeradas	desde	
el	 exterior	al	 interior	 representan:	 (1)	 Frecuencia	de	mutación	 en	 cada	nucleótido	de	 las	 lecturas	
previo	al	pase	del	filtro	de	calidad.	(2)	Posiciones	mutadas	dentro	de	la	referencia	que	han	pasado	el	
filtro	de	calidad	(líneas	negras).	Frecuencias	de	mutación	de	codones	a	nivel	de	triplete	de	bases	para	
cada	 ORF	 determinado	 para	 este	 ensayo	 (3-8).	 Representación	 de	 puntos	 de	 recombinación,	









































Figura	7.	Representación	gráfica	del	perfil	de	mutaciones	de	 los	 controles	de	TYLCV-Mld	 In	silico	
negativo	sin	recombinaciones	(A)	y	positivo	sin	recombinaciones	(B).	La	frecuencia	de	mutación	de	
nucleótidos	 y	 de	 codones	 está	 expresada	 por	 un	 código	 de	 colores	 del	 amarillo	 (frecuencia	 de	
mutación	no	detectable	por	Quasiflow)	al	rojo	(frecuencias	de	mutación	cercanas	a	10-1	mutaciones	
por	nucleótido	secuenciado	en	esa	posición).	Los	círculos	concéntricos	del	gráfico	numeradas	desde	
el	 exterior	 al	 interior	 representan:	 (1)	 Frecuencia	 de	mutación	 en	 cada	 nucleótido	 de	 las	 lecturas	
previo	al	pase	del	filtro	de	calidad.	(2)	Posiciones	mutadas	dentro	de	la	referencia	que	han	pasado	el	
filtro	de	calidad	(líneas	negras).	Frecuencias	de	mutación	de	codones	a	nivel	de	triplete	de	bases	para	
cada	 ORF	 determinado	 para	 este	 ensayo	 (3-8).	 Representación	 de	 puntos	 de	 recombinación,	






para	 el	 estudio	 de	 recombinación,	 ya	 que	 puede	 distinguir	 entre	 los	 eventos	 de	
recombinación	 reales	 de	 la	muestra	 y	 los	 eventos	 artefactuales,	 dando	 validez	 a	 los	
resultados	que	arroja	el	flujo.	
- Análisis	estadístico	comparativo	(Bloque	2)	
Al	 igual	 que	 ocurre	 en	 el	 primer	 bloque	 de	 análisis	 de	 muestras	 individuales	 de	
QuasiFlow,	 esta	 fase	 del	 flujo	 necesita	 que	 las	 muestras	 sean	 caracterizadas	 en	 un	






Muestra	 Réplica	 Tiempo	 Hospedador	
Col0_28_1	 1	 28d	 Wildtype	
Col0_28_2	 2	 28d	 Wildtype	
Tomato_30_1	 1	 28d	 Tomato_1	
Tomato_30_2	 2	 28d	 Tomato_1	
	



















se	 transforma	 en	 un	 vector	 con	 longitud	 y	 dirección	 únicas	 dentro	 de	 un	 espacio	
bidimensional.	Esta	transformación	de	las	variables	se	aplica	a	cada	una	de	las	muestras	
a	estudio,	de	forma	que	el	sumatorio	de	todas	las	variables	genera	una	posición	única	
para	 cada	 muestra,	 agrupándose	 las	 muestras	 que	 sean	 similares	 y	 separando	 las	
muestras	que	difieran	en	una	o	más	variables.		
-	 Scatterplot	 de	 recombinaciones:	 para	 una	 mejor	 comprensión	 de	 patrones	 de	
recombinación,	QuasiFlow	permite	agrupar	los	eventos	de	recombinación	de	las	réplicas	




resultados	 de	 las	 variables	 que	 definen	 una	 cuasiespecie	 y	 estudiar	 las	 poblaciones	









Para	 la	 búsqueda	 de	 recombinantes	 entre	 geminivirus	 se	 tomaron	 dos	muestras	 de	
plantas	 de	 S.	 lycopersicum	 coinfectadas	 simultáneamente	 con	 los	 geminivirus	 TYLCV	
TYLCV-Mld,	TYLCMaV	y	TYLCV-IL	a	15	y	30	días	postinfección	(dpi).	Para	cada	una	de	las	
muestras	se	extrajo	el	DNA	total	y	se	amplificó	por	RCA	por	duplicado	tal	como	se	indica	








TYLCV-Mld	ni	en	TYLCV-IL.	ClaI	 (Figura	8B),	 al	 contrario,	no	 tiene	sitio	de	corte	en	el	
genoma	de	TYLCMaV,	pero	presenta	una	diana	en	TYLCV-Mld	y	dos	en	TYLCV-IL.		




Size site1 site2 Mass %
13955 uncut       0       0   100
Almeria.txt
Size site1 site2 Mass % 1 2
13905 uncut       0         100
Malaga.txt






2782 KpnI     835 KpnI    3617    20
2782 KpnI    3617 KpnI    6399    20
2782 KpnI    6399 KpnI    9181    20
2782 KpnI    9181 KpnI   11963    20
2782 KpnI   11963 KpnI     835    20
Malaga.txt
Size site1 site2 Mass % 1 2
13910 uncut       0       0   100
Almeria.txt











1619 ClaI     653 ClaI    2272    12
1619 ClaI    3434 ClaI    5053    12
1619 ClaI    6215 ClaI    7834    12
1619 ClaI    8996 ClaI   10615    12
1619 ClaI   11777 ClaI   13396    12
1162 ClaI    2272 ClaI    3434     8
1162 ClaI    5053 ClaI    6215     8
1162 ClaI    7834 ClaI    8996     8
1162 ClaI   10615 ClaI   11777     8
1162 ClaI   13396 ClaI     653     8
Mild.fasta






2791 ClaI     653 ClaI    3444    20
2791 ClaI    3444 ClaI    6235    20
2791 ClaI    9026 ClaI   11817    20
2791 ClaI   11817 ClaI     653    20
2791 ClaI    6235 ClaI    9026    20
1Kb Plus TYLCMaV TYLCV-IL Mild 1Kb Plus TYLCMaV TYLCV-IL Mild 
KpnI	 ClaI	
Digestión KpnI Digestión ClaI

















de	 TYLCV-Mld	 como	 referencia.	 A	 partir	 de	 las	 lecturas	 analizadas,	 QuasiFlow	
reconstruyó	una	misma	secuencia	consenso	para	 las	dos	muestras	procedentes	de	S.	
lycopersicum	infectadas	a	15	y	30	dpi.	
La	 comparación	 de	 esta	 secuencia	 consenso	 completa	 con	 la	 secuencia	 TYLCV-Mld	
(AF071228)	mostró	que	ambas	secuencias	compartían	un	98%	de	identidad,	indicando	
la	 existencia	 de	 cambios	 en	 la	 secuencia	 consenso	 con	 respecto	 a	 la	 referencia.	 Sin	












































TYLCMalV Score Expect Identities Gaps Strand
AF271234.1 3347	bits(1812) 0.0 1812/1812(100%) 0/1812(0%) Plus/Plus
TYLCV-IL Score Expect Identities Gaps Strand
AJ489258.1 1792	bits(970) 0.0 976/976(100%) 0/979(0%) Plus/Plus
Figura	 9.	 Representación	 esquemática	
de	 los	 cambios	 identificados	 en	 la	
secuencia	consenso	de	las	muestras	de	S.	
lycopersicum	 a	15	 y	30	 dpi.	 Se	 indica	 la	
posición	 del	 nucleótido	 en	 el	 que	 se	
encuentra	 el	 cambio	 con	 respecto	 a	 la	
secuencia	de	referencia.	En	fondo	rojo	se	











Para	 obtener	 una	 representación	 gráfica	 de	 las	 cuasiespecies	 virales	 se	 diseñó	 un	
sistema	basado	en	redes	en	el	que	los	haplotipos	aparecen	como	nodos	y	las	mutaciones	





























































































con	un	 indicativo	numérico	que	hace	referencia	a	 la	posición	con	respecto	a	 la	 referencia	en	 la	que	se	ha	
producido	 el	 cambio.	 El	 grosor	 de	 las	 flechas	 indica	 la	 abundancia	 relativa	 de	 ese	 cambio	 dentro	 de	 la	
población	viral.	El	color	rojo	está	asociado	a	cambios	con	respecto	a	la	referencia	asociados	a	la	secuencia	de	
referencia	de	TYLCMaV,	mientras	que	el	color	amarillo	está	asociado	a	cambios	con	respecto	a	la	referencia	
asociados	 a	 la	 secuencia	 de	 referencia	 de	 TYLCV-IL.	 En	 naranja	 se	 representan	 haplotipos	 con	 cambios	










mutaciones	 en	 su	 secuencia	 presentes	 en	 TYLCMaV	 y	 otras	 en	 TYLCV-IL,	 el	 cual	
correspondería	 a	 un	 recombinante	 de	 ambas	 especies	 de	 TYLCV.	 Los	 haplotipos	
mayoritarios	dentro	de	 la	cuasiespecie	están	representados	por	 flechas	más	gruesas,	
identificándose	de	esta	forma	la	secuencia	maestra	dentro	de	la	población.		
En	 la	Figura	 11	 se	muestra	 la	 reconstrucción	 de	 la	 cuasiespecie	 en	 la	muestra	 de	 S.	
lycopersicum	coinfectada	a	30	dpi.		
La	 cuasiespecie	 obtenida	 es	más	 compleja	 que	 la	 analizada	 a	 15	 dpi,	 con	 un	mayor	
número	de	haplotipos	(Hn	color	rosa).	La	mayoría	de	ellos	presentan	cambios	presentes	
en	TYLCMaV,	al	igual	que	lo	observado	en	la	muestra	a	15	dpi.	También	se	observó	un	
incremento	 en	 el	 número	 de	 haplotipos	 con	 cambios	 propios	 de	 TYLCV-IL	 (Hn	 color	
amarillo)	y	en	el	número	de	haplotipos	recombinantes	(Hn	color	naranja).	Al	igual	que	
en	 la	 cuasiespecie	 reconstruida	 a	 15	 dpi,	 los	 haplotipos	 más	 representados	 en	 la	
cuasiespecie	a	30	dpi	fueron	los	recombinantes,	junto	con	algún	haplotipo	asociado	a	
TYLCMaV.	 Estos	 resultados	 confirman	 la	 coexistencia	 de	 TYLCV-Mld,	 TYLCV-IL	 y	
TYLCMaV,	 tal	 como	 se	 vio	 en	 análisis	 de	 restricción	 (figura	 8),	 y	 además	 revelan	 la	
presencia	de	recombinantes	entre	TYLCV-IL	y	TYLCMaV.	
Para	 estudiar	 en	 profundidad	 la	 capacidad	 de	 Quasiflow	 para	 detectar	 secuencias	
recombinantes,	 se	 repitió	el	análisis	mostrado	en	 las	Figuras	10	y	11	 tomando	como	
referencia	una	secuencia	artificial	de	5563	pb	que	contiene	 las	secuencias	TYLCV-IL	y	




Se	 representan	 los	 recombinantes	 detectados	 entre	 moléculas	 de	 TYLCV-IL,	 entre	
moléculas	de	TYLCMaV	y	recombinantes	entre	ambas	moléculas	TYLCV-IL	y	TYLCMaV.	



























































































































































































































































































































































































Figura	 11.	 Representación	 gráfica	 de	 la	 distribución	 de	 haplotipos	 en	 la	 cuasiespecie	 viral	 de	 S.	
lycopersicum	 a	 30dpi.	 Los	 haplotipos	 se	 representan	 como	 los	 círculos	 de	mayor	 tamaño	 con	 la	
nomenclatura	“Hn”	y	en	un	color	según	los	cambios	con	respecto	a	la	secuencia	de	TYLCV-Mld	que	se	
presentan	como	círculos	pequeños	con	un	indicativo	numérico	que	hace	referencia	a	la	posición	con	











y	 TYLCMaV	 ocurren	 principalmente	 en	 la	 región	 de	 la	 CP	 de	 TYLCV-IL	 con	 la	
correspondiente	de	TYLCMaV	y	la	región	inicial	del	ORF	de	REP	de	TYLCV-IL	con	dicha	
región	 de	 TYLCMaV.	 Además	 también	 se	 encontró	 un	 cúmulo	 de	 eventos	 de	











































lycopersicum	 a	30dpi.	 Los	 ejes	 X	 e	Y	 corresponden	a	 las	 secuencias	de	TYLCV-IL	 (azul)	 y	TYLCMaV	
(amarillo),	donde	se	indica	la	posición	de	cada	uno	de	los	ORF.	Cada	cuadrante	representa	los	eventos	
de	recombinación	entre	ambas	especies	de	geminivirus.	El	cuadrante	superior	derecho	muestra	las	
recombinaciones	encontradas	entre	moléculas	de	TYLCMaV.	En	el	cuadrante	 inferior	 izquierdo,	 las	








de	 datos	 de	 secuenciación	masiva	 SRA	 del	 NCBI	 (obtenidas	 con	 Illumina	MiSeq,	 con	
lecturas	pareadas	de	150	nt),	recogidas	en	la	Tabla	1	de	Materiales	y	métodos,	con	la	
intención	 de	 verificar	 la	 capacidad	 de	 análisis	 del	 flujo.	 Las	 47	muestras	 de	 DNAmt	
seleccionadas	fueron	tratadas	como	réplicas	biológicas	siempre	que	la	procedencia	de	
la	muestra	y	el	genéro	de	 la	persona	a	 la	que	se	 le	extrajo	 fuesen	 los	mismos:	7	y	8	
muestras	 pertenecían	 a	 DNA	 de	 línea	 celular	 linfoblastoide	 de	 hombre	 y	 de	 mujer	
respectivamente,	5	muestras	obtenidas	de	saliva	de	hombre,	y	3	y	24	muestras	de	DNA	
























Nombre	 Genero	 Extracción	 Lecturas	 Nt	secuenciados	
r1_Female_Blood	 Hembra	 Sangre	 3,47E+05	 5,16E+07	
r10_Female_Blood	 Hembra	 Sangre	 1,74E+05	 2,58E+07	
r11_Female_Blood	 Hembra	 Sangre	 2,05E+05	 3,04E+07	
r12_Female_Blood	 Hembra	 Sangre	 2,04E+05	 3,03E+07	
r13_Female_Blood	 Hembra	 Sangre	 2,44E+05	 3,62E+07	
r14_Female_Blood	 Hembra	 Sangre	 2,13E+05	 3,16E+07	
r15_Female_Blood	 Hembra	 Sangre	 3,30E+05	 4,89E+07	
r16_Female_Blood	 Hembra	 Sangre	 2,65E+05	 3,92E+07	
r17_Female_Blood	 Hembra	 Sangre	 3,49E+05	 5,17E+07	
r18_Female_Blood	 Hembra	 Sangre	 3,37E+05	 5,00E+07	
r19_Female_Blood	 Hembra	 Sangre	 2,89E+05	 4,29E+07	
r2_Female_Blood	 Hembra	 Sangre	 1,96E+05	 2,90E+07	
r20_Female_Blood	 Hembra	 Sangre	 3,48E+05	 5,16E+07	
r21_Female_Blood	 Hembra	 Sangre	 3,54E+05	 5,26E+07	
r22_Female_Blood	 Hembra	 Sangre	 1,95E+05	 2,88E+07	
r23_Female_Blood	 Hembra	 Sangre	 2,14E+05	 3,18E+07	
r24_Female_Blood	 Hembra	 Sangre	 1,58E+05	 2,34E+07	
r3_Female_Blood	 Hembra	 Sangre	 2,47E+05	 3,66E+07	
r4_Female_Blood	 Hembra	 Sangre	 2,15E+05	 3,19E+07	
r5_Female_Blood	 Hembra	 Sangre	 2,22E+05	 3,29E+07	
r6_Female_Blood	 Hembra	 Sangre	 3,49E+05	 5,18E+07	
r7_Female_Blood	 Hembra	 Sangre	 2,92E+05	 4,34E+07	
r8_Female_Blood	 Hembra	 Sangre	 2,73E+05	 4,05E+07	
r9_Female_Blood	
	
Hembra	 Sangre	 1,98E+05	 2,93E+07	
r1_Female_Lymphoblastoid	 Hembra	 Linfoblastos	 3,47E+05	 5,15E+07	
r10_Female_Lymphoblastoid	 Hembra	 Linfoblastos	 4,32E+05	 6,41E+07	
r2_Female_Lymphoblastoid	 Hembra	 Linfoblastos	 3,35E+05	 4,97E+07	
r3_Female_Lymphoblastoid	 Hembra	 Linfoblastos	 3,56E+05	 5,29E+07	
r4_Female_Lymphoblastoid	 Hembra	 Linfoblastos	 1,38E+05	 2,05E+07	
r6_Female_Lymphoblastoid	 Hembra	 Linfoblastos	 2,38E+05	 3,53E+07	
r7_Female_Lymphoblastoid	 Hembra	 Linfoblastos	 3,04E+05	 4,51E+07	
r8_Female_Lymphoblastoid	
	
Hembra	 Linfoblastos	 3,50E+05	 5,19E+07	
r2_Male_Blood	 Varón	 Sangre	 2,94E+05	 4,37E+07	
r3_Male_Blood	 Varón	 Sangre	 3,25E+05	 4,82E+07	
r4_Male_Blood	
	
Varón	 Sangre	 1,89E+05	 2,80E+07	
r1_Male_Lymphoblastoid	 Varón	 Linfoblastos	 2,43E+05	 3,61E+07	
r2_Male_Lymphoblastoid	 Varón	 Linfoblastos	 2,28E+05	 3,38E+07	
r3_Male_Lymphoblastoid	 Varón	 Linfoblastos	 2,70E+05	 4,00E+07	
r4_Male_Lymphoblastoid	 Varón	 Linfoblastos	 2,07E+05	 3,08E+07	















r6_Male_Lymphoblastoid	 Varón	 Linfoblastos	 3,20E+05	 4,74E+07	
r7_Male_Lymphoblastoid	
	
Varón	 Linfoblastos	 3,17E+05	 4,71E+07	
r1_Male_Saliva	 Varón	 Saliva	 2,28E+05	 3,39E+07	
r2_Male_Saliva	 Varón	 Saliva	 2,67E+05	 3,96E+07	
r3_Male_Saliva	 Varón	 Saliva	 3,49E+05	 5,18E+07	
r4_Male_Saliva	 Varón	 Saliva	 3,51E+05	 5,21E+07	

































































entre	muestra	origen	de	DNAmt	 y	 la	 ratio	 Ts/Tv	 en	 aquellas	muestras	 en	 las	 que	 se	
detectaron	 transversiones.	 Los	 resultados	 indican	 que	 las	 secuencias	 de	 DNA	
mitocondrial	procedentes	de	 linfoblastos	y	de	saliva	de	hombre	presentan	un	menor	
ratio	Ts/Tv,	contrariamente	a	lo	que	ocurrió	con	el	número	de	variantes,	siendo	ambos	







heteroplasmias	 y	 homoplasmias	 están	 asociadas	 en	 humanos	 a	 la	 aparición	 de	
enfermedades	 mitocondriales	 o	 cáncer.	 QuasiFlow	 generó	 una	 Tabla	 con	 todas	 las	
variantes	encontradas	en	cada	una	de	las	47	muestras	y	su	porcentaje	dentro	del	total	
de	la	muestra	(resultados	no	mostrados	en	la	presente	Tesis)		A	modo	de	ejemplo,	en	





















Nombre	 SNPs	 SNPs_rel	 G→A	 A→G	 T→C	 C→T	 C→A	 T→G	 G→C	 A→C	 T→A	 G→T	 A→T	 C→G	 Transiciones	 Transversiones	Ts/Tva	 InDels	
r1_Female_Blood	 338	 6,55E-06	 44	 115	 128	 45	 2	 0	 1	 1	 1	 0	 0	 0	 332	 5	 66,4	 17	
r10_Female_Blood	 838	 3,24E-05	 103	 122	 275	 245	 26	 1	 1	 24	 15	 1	 20	 4	 745	 92	 8,1	 16	
r11_Female_Blood	 116	 3,81E-06	 12	 36	 52	 12	 2	 0	 0	 0	 0	 0	 1	 0	 112	 3	 37,33	 5	
r12_Female_Blood	 87	 2,88E-06	 8	 30	 41	 7	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 86	 0	 N.A.b	 11	
r13_Female_Blood	 104	 2,87E-06	 12	 37	 47	 7	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 103	 0	 N.A.	 10	
r14_Female_Blood	 72	 2,28E-06	 9	 20	 32	 10	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 71	 0	 N.A.	 11	
r15_Female_Blood	 311	 6,36E-06	 17	 119	 157	 15	 0	 0	 0	 0	 1	 0	 1	 0	 308	 2	 154	 14	
r16_Female_Blood	 141	 3,59E-06	 11	 48	 68	 13	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 140	 0	 N.A.	 12	
r17_Female_Blood	 261	 5,05E-06	 19	 78	 138	 24	 1	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 259	 1	 259	 15	
r18_Female_Blood	 158	 3,16E-06	 15	 55	 67	 19	 0	 0	 1	 0	 0	 0	 0	 0	 156	 1	 156	 13	
r19_Female_Blood	 236	 5,50E-06	 16	 87	 113	 19	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 235	 0	 N.A.	 15	
r2_Female_Blood	 101	 3,48E-06	 7	 32	 48	 11	 1	 0	 0	 0	 0	 0	 1	 0	 98	 2	 49	 9	
r20_Female_Blood	 201	 3,89E-06	 20	 68	 94	 18	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 200	 0	 N.A.	 16	
r21_Female_Blood	 331	 6,29E-06	 24	 107	 178	 17	 2	 0	 0	 0	 1	 0	 1	 0	 326	 4	 81,5	 19	
r22_Female_Blood	 99	 3,43E-06	 7	 34	 45	 11	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 1	 0	 97	 1	 97	 8	
r23_Female_Blood	 69	 2,17E-06	 10	 18	 26	 12	 1	 0	 0	 0	 0	 0	 1	 0	 66	 2	 33	 5	
r24_Female_Blood	 68	 2,90E-06	 5	 27	 29	 5	 0	 1	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 66	 1	 66	 7	
r3_Female_Blood	 175	 4,78E-06	 8	 60	 95	 11	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 174	 0	 N.A.	 11	
r4_Female_Blood	 214	 6,71E-06	 7	 85	 114	 7	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 213	 0	 N.A.	 9	
r5_Female_Blood	 96	 2,92E-06	 8	 41	 39	 6	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 1	 94	 1	 94	 11	





Nombre	 SNPs	 SNPs_rel	 G→A	 A→G	 T→C	 C→T	 C→A	 T→G	 G→C	 A→C	 T→A	 G→T	 A→T	 C→G	 Transiciones	 Transversiones	Ts/Tva	 InDels	
r7_Female_Blood	 329	 7,58E-06	 15	 130	 158	 24	 1	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 327	 1	 327	 8	
r8_Female_Blood	 236	 5,83E-06	 12	 91	 117	 15	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 235	 0	 N.A.	 15	
r9_Female_Blood	 132	 4,50E-06	 13	 40	 65	 11	 0	 0	 0	 0	 0	 1	 1	 0	 129	 2	 64,5	 10	
r1_Female_Lymphoblastoid	 279	 5,42E-06	 21	 94	 142	 18	 1	 2	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 275	 3	 91,67	 17	
r10_Female_Lymphoblastoid	 623	 9,72E-06	 84	 117	 216	 158	 11	 1	 2	 11	 7	 1	 10	 4	 575	 47	 12,23	 19	
r2_Female_Lymphoblastoid	 250	 5,03E-06	 23	 88	 121	 16	 1	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 248	 1	 248	 15	
r3_Female_Lymphoblastoid	 140	 2,65E-06	 15	 50	 60	 13	 0	 0	 1	 0	 0	 0	 0	 0	 138	 1	 138	 11	
r4_Female_Lymphoblastoid	 12	 5,86E-07	 0	 6	 2	 3	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 11	 0	 N.A.	 3	
r6_Female_Lymphoblastoid	 170	 4,82E-06	 21	 57	 69	 21	 1	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 168	 1	 168	 10	
r7_Female_Lymphoblastoid	 863	 1,91E-05	 114	 136	 266	 251	 27	 1	 2	 24	 15	 2	 19	 5	 767	 95	 8,07	 22	
r8_Female_Lymphoblastoid	 157	 3,02E-06	 19	 44	 75	 15	 1	 0	 0	 0	 2	 0	 0	 0	 153	 3	 51	 15	
r2_Male_Blood	 163	 3,73E-06	 15	 55	 80	 10	 0	 0	 0	 1	 0	 0	 1	 0	 160	 2	 80	 17	
r3_Male_Blood	 192	 3,98E-06	 23	 63	 92	 12	 0	 0	 0	 0	 0	 1	 0	 0	 190	 1	 190	 16	
r4_Male_Blood	 66	 2,36E-06	 6	 21	 28	 7	 1	 1	 0	 0	 0	 0	 1	 0	 62	 3	 20,67	 7	
r1_Male_Lymphoblastoid	 253	 7,02E-06	 27	 45	 105	 62	 5	 0	 1	 1	 3	 1	 0	 2	 239	 13	 18,38	 11	
r2_Male_Lymphoblastoid	 87	 2,57E-06	 10	 27	 30	 17	 0	 0	 1	 1	 0	 0	 0	 0	 84	 2	 42	 7	
r3_Male_Lymphoblastoid	 612	 1,53E-05	 72	 105	 196	 176	 17	 1	 2	 15	 10	 0	 14	 3	 549	 62	 8,85	 15	
r4_Male_Lymphoblastoid	 165	 5,36E-06	 17	 47	 69	 29	 0	 0	 0	 1	 1	 0	 0	 0	 162	 2	 81	 9	
r5_Male_Lymphoblastoid	 279	 6,15E-06	 35	 68	 117	 51	 1	 0	 0	 0	 4	 1	 0	 1	 271	 7	 38,71	 15	




Nombre	 SNPs	 SNPs_rel	 G→A	 A→G	 T→C	 C→T	 C→A	 T→G	 G→C	 A→C	 T→A	 G→T	 A→T	 C→G	 Transiciones	 Transversiones	Ts/Tva	 InDels	
r7_Male_Lymphoblastoid	 462	 9,81E-06	 64	 75	 166	 115	 12	 0	 1	 11	 7	 0	 8	 2	 420	 41	 10,24	 19	
r1_Male_Saliva	 69	 2,04E-06	 8	 22	 34	 4	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 68	 0	 N.A.	 11	
r2_Male_Saliva	 124	 3,13E-06	 16	 43	 48	 15	 0	 0	 0	 1	 0	 0	 0	 0	 122	 1	 122	 14	
r3_Male_Saliva	 293	 5,66E-06	 22	 104	 141	 25	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 292	 0	 N.A.	 18	
r4_Male_Saliva	 409	 7,85E-06	 41	 77	 128	 154	 2	 0	 0	 1	 1	 1	 2	 1	 400	 8	 50	 15	











QuasiFlow	 con	 el	 script	 iterative_varscan.rb	 (descrito	 en	 el	 apartado	 Materiales	 y	
métodos).	Los	resultados	muestran	(Figura	14)	que	el	número	de	variantes	encontradas	
es	 independiente	 del	 número	 de	 lecturas	 (P>0,001	 y	 	 R2=0,178)	 en	 las	muestras	 de	
partida.		
Este	resultado	nos	permitió	abordar	el	análisis	iterativo	de	variantes	en	las	47	muestras	
de	 partida.	 En	 la	 Figura	 15	 se	 muestra	 el	 análisis	 comparativo	 de	 la	 frecuencia	 de	
aparición	 de	 cambios	 en	 cada	 posición	 del	 genoma	 mitocondrial	 con	 respecto	 a	 la	
procedencia	de	 la	muestra	en	estudio.	 Los	 resultados	muestran	una	acumulación	de	







































































































































































































































































































































a	deleciones,	de	 las	cuales	 tan	sólo	1	mostró	una	 frecuencia	de	aparición	superior	al	
90%.	Esta	deleción	en	el	nt	3106	(C→Del)	es	un	artefacto	introducido	al	usar	la	secuencia	
de	 referencia	 que	 contiene	 una	 N	 en	 la	 posición	 3107	 para	 poder	 conservar	 la	
numeración	 de	 la	 versión	 anterior	 del	 genoma	 de	 referencia.	 El	 resto	 de	 deleciones	
presentaron	 una	 frecuencia	 inferior	 al	 2%,	 llegando	 a	 detectar	 deleciones	 con	 una	





Posición	 Sec.	Referencia	 InDel	 Frecuencia	
65	 TG	 T	 0,38%	
302	 A	 AC	 0,60%	
513	 GCA	 G	 1,37%	
2456	 TA	 T	 0,46%	
3105	 AC	 A	 91,77%	
4604	 CA	 C	 1,07%	
5746	 GA	 G	 0,66%	
6220	 CT	 C	 0,30%	
6691	 GA	 G	 0,75%	
7709	 CT	 C	 0,17%	
8094	 TA	 T	 0,12%	
8151	 CG	 C	 0,17%	
12417	 CA	 C	 3,53%	
16183	 A	 AC	 13,37%	
16187	 CCT	 C	 0,59%	
16188	 CT	 C	 12,29%	


























Tabla	 7.	 	 Tabla	 de	 recombinantes	 identificados	 en	 la	 réplica	 1	 de	 la	 línea	 celular	
linfoblastoide	de	mujer	
Desde	 hasta	 Repeticiones	 Cadenas	
1399	 1406	 1	 Doble	
6766	 6802	 1	 Doble	
8497	 5674	 1	 Doble	
16035	 16070	 1	 Doble	
1200	 1240	 1	 Doble	
7764	 7784	 1	 Doble	
13327	 13348	 1	 Doble	
7635	 7655	 1	 Doble	
5674	 8497	 1	 Doble	
623	 726	 1	 Doble	
13447	 14750	 1	 Doble	
5982	 5994	 1	 Doble	
2030	 16038	 1	 Doble	
2690	 2698	 1	 Doble	
4955	 4995	 1	 Doble	
16106	 4386	 1	 Doble	
16266	 15542	 2	 Simple	
3755	 15629	 2	 Simple	
4695	 15565	 2	 Simple	
7781	 15630	 1	 Simple	
369	 15597	 1	 Simple	
7742	 15702	 1	 Simple	
467	 8940	 1	 Simple	
16190	 9060	 1	 Simple	
12708	 9041	 1	 Simple	
595	 9033	 1	 Simple	
14366	 9350	 1	 Simple	
8124	 15580	 1	 Simple	
7944	 15575	 1	 Simple	
1154	 3713	 1	 Simple	
6214	 9887	 1	 Simple	
4817	 9131	 1	 Simple	
8079	 15540	 1	 Simple	
507	 11864	 1	 Simple	
14488	 703	 1	 Simple	
7109	 15576	 1	 Simple	
13988	 1039	 1	 Simple	
8117	 15594	 1	 Simple	
5485	 15585	 1	 Simple	
6419	 5660	 1	 Simple	
Desde	 hasta	 Repeticiones	 Cadenas	
16238	 15585	 1	 Simple	
14896	 15516	 1	 Simple	
11184	 15552	 1	 Simple	
8123	 1717	 1	 Simple	
435	 10916	 1	 Simple	
566	 16256	 1	 Simple	
5204	 15633	 1	 Simple	
963	 15699	 1	 Simple	
7420	 15425	 1	 Simple	
16073	 8636	 1	 Simple	
7246	 15543	 1	 Simple	
757	 8673	 1	 Simple	
7797	 15641	 1	 Simple	
469	 9221	 1	 Simple	
5429	 9238	 1	 Simple	
5444	 7862	 1	 Simple	
7471	 15682	 1	 Simple	
597	 15603	 1	 Simple	
7956	 15657	 1	 Simple	
12482	 7988	 1	 Simple	
14490	 3483	 1	 Simple	
5501	 15651	 1	 Simple	
612	 16348	 1	 Simple	
15336	 15566	 1	 Simple	
5460	 15552	 1	 Simple	
5662	 15708	 1	 Simple	
14021	 11041	 1	 Simple	
13386	 3236	 1	 Simple	
5329	 11115	 1	 Simple	
1509	 16178	 1	 Simple	
5447	 8558	 1	 Simple	
14389	 8406	 1	 Simple	
5460	 8291	 1	 Simple	
5722	 191	 1	 Simple	
14001	 8723	 1	 Simple	
5454	 7807	 1	 Simple	
13947	 14280	 1	 Simple	
16423	 15655	 1	 Simple	
597	 11996	 1	 Simple	




Desde	 hasta	 Repeticiones	 Cadenas	
7722	 15821	 1	 Simple	
1155	 9694	 1	 Simple	
15424	 7419	 3	 Simple	
15448	 6492	 2	 Simple	
16181	 489	 2	 Simple	
15415	 7410	 1	 Simple	
15570	 14103	 1	 Simple	
15539	 7407	 1	 Simple	
15458	 7689	 1	 Simple	
7656	 7858	 1	 Simple	
8464	 7131	 1	 Simple	
7711	 5198	 1	 Simple	
15460	 12326	 1	 Simple	
15469	 5417	 1	 Simple	
16083	 869	 1	 Simple	
14704	 2384	 1	 Simple	
15404	 15977	 1	 Simple	
15476	 11528	 1	 Simple	
15405	 14355	 1	 Simple	
7697	 5224	 1	 Simple	
1746	 1257	 1	 Simple	
8289	 8281	 1	 Simple	
2693	 13268	 1	 Simple	
15481	 7967	 1	 Simple	
7693	 321	 1	 Simple	
16194	 967	 1	 Simple	
7721	 7413	 1	 Simple	
9151	 5336	 1	 Simple	
15462	 5494	 1	 Simple	
8766	 438	 1	 Simple	
15404	 7400	 1	 Simple	
15425	 7677	 1	 Simple	
8579	 13331	 1	 Simple	
15638	 5368	 1	 Simple	
8434	 15647	 1	 Simple	
9205	 450	 1	 Simple	
8516	 373	 1	 Simple	
16172	 5292	 1	 Simple	
1730	 7539	 1	 Simple	
16173	 482	 1	 Simple	
15925	 816	 1	 Simple	
7683	 5357	 1	 Simple	
Desde	 hasta	 Repeticiones	 Cadenas	
10857	 5360	 1	 Simple	
8983	 1653	 1	 Simple	
15646	 5313	 1	 Simple	
15546	 3578	 1	 Simple	
15386	 7869	 1	 Simple	
5409	 2835	 1	 Simple	
16128	 227	 1	 Simple	
8599	 7087	 1	 Simple	
15421	 7416	 1	 Simple	
7740	 5191	 1	 Simple	
8564	 1089	 1	 Simple	
3792	 963	 1	 Simple	
7653	 5006	 1	 Simple	
13604	 1019	 1	 Simple	
15426	 14653	 1	 Simple	
15546	 5389	 1	 Simple	
15429	 7424	 1	 Simple	
16142	 492	 1	 Simple	
8965	 5146	 1	 Simple	
15391	 5446	 1	 Simple	
15605	 377	 1	 Simple	
15403	 5328	 1	 Simple	
494	 2416	 1	 Simple	
1040	 13989	 1	 Simple	
15415	 3375	 1	 Simple	
15465	 5201	 1	 Simple	
15616	 7080	 1	 Simple	
7329	 7345	 2	 Doble	
6671	 7356	 1	 Doble	
7751	 7781	 1	 Doble	
6750	 14482	 1	 Doble	
13974	 649	 1	 Doble	
5991	 6031	 1	 Doble	
637	 628	 1	 Doble	
2925	 6870	 1	 Doble	
7607	 1691	 1	 Doble	
3689	 3667	 1	 Doble	
6980	 7714	 1	 Doble	
1379	 1374	 1	 Doble	
13929	 7910	 1	 Doble	
7602	 7547	 1	 Doble	





Desde	 hasta	 Repeticiones	 Cadenas	
5443	 7510	 1	 Doble	
6631	 6419	 1	 Doble	
15387	 15379	 1	 Doble	
7269	 7910	 1	 Doble	
8019	 8008	 1	 Doble	
6021	 6001	 1	 Doble	
9777	 9741	 1	 Doble	
Desde	 hasta	 Repeticiones	 Cadenas	
3520	 7614	 1	 Doble	
7799	 6934	 1	 Doble	
7936	 8028	 1	 Doble	
431	 6921	 1	 Doble	
4262	 4242	 1	 Doble	
2672	 2607	 1	 Doble	

















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































entre	 los	 	 nt	 15000	 y	 16000	 recombina	 con	 la	 región	 1	 a	 7500.	 En	 el	 caso	 de	 las	
recombinaciones	 que	 implican	 a	 dos	 cadenas,	 se	 observó	 un	 patrón	 aleatorio	 de	
recombinaciones	 a	 lo	 largo	 de	 todo	 el	 genoma	 pero	 con	 tendencia	 a	 producir	






sugieren	una	 alta	 variabilidad	dentro	de	 cada	muestra	para	 cada	 variable	 estudiada,	







definen	 el	 espacio	 bidimensional	 de	 análisis	 de	 las	
muestras	 de	 DNA	 mitocondrial.	 Cada	 variable	 está	





























las	 muestras	 de	 DNA	 mitocondrial.	 Cada	 variable	
está	 representada	 por	 un	 vector	 con	 fuerza	 y	
dirección	determinados	que	 sitúan	a	 cada	muestra	
en	 una	 zona	 del	 mapa	 dependiendo	 de	 las	
características	 de	 estas	 variables.	 El	 eje	 X	 o	
dimensión	 1	 acumula	 el	 50,86%	 de	 la	 variabilidad	
encontrada	entre	muestras,	mientras	que	el	eje	Y	o	



















que	genera	 cada	 secuenciación	de	estas	 características.	 La	 comunidad	 científica	está	
empleando	 gran	 cantidad	 de	 tiempo	 y	 esfuerzo	 en	 desarrollar	 herramientas	










perfecta,	muy	 lejos	 del	 ideal,	 que	 obliga	 a	 una	 extrapolación	 a	 lo	 que	 podría	 ser	 la	
verdadera	 complejidad	 de	 toda	 la	 población	 a	 partir	 del	 análisis	 de	 una	 muestra.	






cantidad	 de	 variables,	 que	 definen	 en	 su	 conjunto	 a	 cualquier	 cuasiespecie,	 y	 en	 su	
posterior	 uso	 conjunto	 para	 hacer	 análisis	 comparativos	 entre	 muestras.	 Dichas	









pueden	 apreciarse	 relaciones	 de	 parentesco	 entre	 los	 diferentes	 haplotipos	
reconstruidos.	
QuasiFlow	es	una	herramienta	de	software	libre	creada	con	software	de	código	abierto,	
que	 estará	 disponible	 de	 forma	 gratuita	 a	 través	 de	 la	 Plataforma	 de	 PICCASO,	
perteneciente	al	SCBI,	en	cuanto	sea	publicada.	
Los	resultados	que	arroja	QuasiFlow	van	siempre	acompañados	de	un	robusto	análisis	
estadístico,	 donde	 todas	 las	 variables	 son	 analizadas	 de	 forma	 individual	 para	 cada	
cuasiespecie,	 y	 comparadas	 dos	 a	 dos.	 De	 esta	 forma,	 el	 flujo	 de	 trabajo	 ofrece	
resultados	que	no	necesitan	posterior	procesamiento	creando	gráficas	de	cada	variable	
para	cualquier	número	de	muestras.	




similares	 a	 los	 encontrados	 en	 la	 secuenciación	 Sanger	 (10-5	 errores	 por	 nucleótido	










probado	 con	muestras	 de	 virus	 de	 RNA	 y	 de	DNA,	 con	 secuenciaciones	 del	 genoma	
completo	 o	 amplicones,	 secuenciadas	 por	 Illumina	 HiSeq	 o	 Miseq	 (resultados	 no	





También	 hemos	 demostrado	 la	 capacidad	 de	 QuasiFlow	 de	 detectar	 diferencias	 en	
genomas	mitocondriales.	 Pese	no	 ser	 el	 objetivo	primario	del	 flujo,	 la	 posibilidad	de	
trabajar	con	cualquier	número	de	muestras	y	de	cualquier	naturaleza,	nos	ha	permitido	
obtener	conclusiones	muy	 interesantes	para	el	estudio	de	 la	variabilidad	genética	de	
mitocondrias,	 un	 campo	 aún	 por	 explorar.	 A	 rasgos	 generales	 QuasiFlow	 ha	 podido	
identificar	la	naturaleza	de	los	distintos	orígenes	de	las	muestras	de	DNAmt,	poniendo	
de	relevancia	la	variabilidad	existente	dentro	de	los	genomas	mitocondriales.	







































La	mayor	 parte	 de	 los	 estudios	 de	 evolución	 de	 virus	 se	 han	 centrado	 en	 virus	 con	
genoma	de	RNA	de	animales	ya	que	a	este	grupo	de	virus	pertenecen	la	gran	mayoría	
de	los	virus	emergentes	como	el	HIV,	VHC	y	el	virus	Ébola	entre	otros.	Sus	características	






ssDNA	 emergentes	 como	 el	 anellovirus	 humano	 Torque	 Teno	 virus	 (Spandole	 et	 al.,	
2015),	el	parvovirus	autónomo	carnívoro	o	el	virus	adeno	asociado	de	primate	se	ha	






de	 humanos	 replicado	 por	 una	 DNA	 polimerasa	 celular	 desconocida,	 es	 altamente	
variable	y	está	presente	como	cuasiespecies	tanto	en	muestras	de	orina	de	individuos	
asintomáticos	 (Van	 Loy	 et	 al.,	 2013)	 como	 en	 oligodendrocitos	 de	 pacientes	 con	
leucoencefalopatía	multifocal	progresiva	(Van	Loy	et	al.,	2015).	
La	 frecuencia	 de	 mutación	 de	 un	 virus	 está	 determinada	 por	 una	 combinación	 de	











replicación	 que	 pueden	 introducir	 mutaciones	 de	 tipo	 inserción	 o	 deleción	 en	 los	
genomas	 virales	 o	 eventos	 de	 recombinación.	 La	 tasa	 de	 mutación	 vírica	 también	
pueden	depender	de	 la	especie	huésped	que	está	 infectada	aunque	 los	mecanismos	
responsables	de	esta	variación	no	se	conocen	(Hicks	and	Duffy,	2014;	Pita	et	al.,	2007).	
Además,	la	tasa	de	mutación	pueda	variar	a	lo	largo	de	la	secuencia	del	genoma	viral	
(Pathak	 and	 Temin,	 1992),	 por	 ejemplo,	 a	 causa	 de	 la	 presencia	 de	 estructuras	




escapan	 a	 los	 mecanismos	 de	 reparación	 de	 desapareamientos	 (Duffy	 and	 Holmes,	
2008;	Ge	et	al.,	2007;	Roossinck,	1997)	y,	por	otro	lado,	a	mecanismos	de	desaminación	
espontánea	 del	 ssDNA	 o	 debido	 a	 la	 acción	 de	 enzimas	 desaminantes	 del	 huésped	
(Chelico	et	al.,	2006;	Stasolla	et	al.,	2003)	En	este	sentido,	 (Duffy	and	Holmes,	2008)	
analizaron	secuencias	publicadas	de	virus	pertenecientes	al	complejo	que	produce	 la	

















dilucidada,	 si	 bien	 se	 cree	 que	 los	 principios	 básicos	 de	 replicación	 que	 se	 aplican	 a	
células	animales	también	se	aplican	a	plantas.		
2. Polimerasas	de	DNA	
Las	 DNA	 polimerasas	 juegan	 un	 papel	 concertado	 en	 la	 célula,	 asegurando	 tanto	 la	
replicación	 fiel	 del	 genoma	 durante	 cada	 división	 celular	 como	 su	 integridad.	 Tanto	










similitud	 de	 secuencia	 aminoacídica).	 Los	 análisis	 de	 fidelidad	 de	 replicación	 in	 vitro	
estiman	un	error	por	sustitución	de	base	del	orden	de	10-5	a	10-6.	Además,	otras	DNA	
polimerasas	 tienen	 un	 papel	 específico	 en	 la	 replicación	 del	 genoma	 nuclear:	 Pol	 ζ	
(Familia	B)	y	los	miembros	de	la	Familia	Y	(Pol	η,	ι,	κ	y	Rev1),	que	realizan	la	síntesis	de	
translesión	 (TLS)	 (Lehmann	 et	 al.,	 2007;	 Waters	 et	 al.,	 2009),	 junto	 con	 las	 DNA	
polimerasas	Pol	β,	λ	y	μ	(Familia	X)	o	Pol	ν	y	θ	(Familia	A).	La	fidelidad	de	replicación	de	






















































DNA	 polimerasas	 dependientes	 de	DNA	 en	 humanos,	 cada	 una	 de	 ellas	 nombrada	mediante	 letras	
griegas.	En	 la	 figura	se	muestran	 los	dominios	que	forman	parte	de	 la	 subunidad	catalítica	de	estas	
Polimerasas.	Azul:	dominio	polimerasa;	 rojo:	dominio	3’-5’	exonucleasa;	amarillo:	dominio	helicasa;	
morado:	dominio	5’-desoxiribosa	fosfato	liasa;	naranja:	dominio	C-terminal	BCRA1	(BCRT).	Aunque	Pol	











polimerasas	 comparten	 un	 dominio	 de	 polimerización	 constituido	 por	 una	 misma	
cadena	polipeptídica	plegada	formando	tres	subdominios	denominados	palm	(palma),	
thumb	 (pulgar)	y	 fingers	 (dedos)	por	su	similitud	con	 la	 forma	de	una	mano	derecha	
parcialmente	abierta	(Figura	3).	El	subdominio	palma,	posee	el	centro	catalítico	para	la	
reacción	 de	 polimerización	 que	 facilita	 la	 unión	 del	 extremo	 3’OH	 de	 la	 molécula	
iniciadora	con	el	grupo	α-fosfato	del	nucleótido	complementario	al	de	la	cadena	molde.	
El	subdominio	dedos	permite	la	unión	y	orientación	de	la	cadena	molde	y	es	responsable	






























menor	 del	 dúplex	 de	 DNA	 en	 síntesis	 y	 permite	 la	 entrada	 del	 complejo	 estructura	
molde/iniciador	al	centro	activo.	
3. Síntesis	de	translesión	en	eucariotas	
La	 síntesis	 de	 translesión	 es	 un	mecanismo	 universal	 por	 el	 cual	 las	 células	 pueden	
tolerar	cierto	nivel	de	daño	producido	en	el	DNA.	Está	basado	en	la	propiedad	de	ciertas	
DNA	polimerasas	especializadas	en	reparar	un	DNA	molde	que	contiene	una	lesión	que	













Figura	 4.	 Reparación	 de	 DNA	 mediada	 por	 síntesis	 de	 translesión	 (TLS).	 Cuando	 la	 maquinaria	
replicativa	se	bloquea	debido	a	un	daño	en	el	DNA	molde	se	activa	una	cascada	de	señales	para	 la	
activación	de	TLS.	Estas	pueden	actuar	mediante	dos	mecanismos:	en	el	primero	RAD18	ubiquitina	
PCNA	 y	 esto	 permite	 la	 unión	 de	 Pol	 η	 que	 extenderá	 la	 cadena	 hasta	 el	 lugar	 de	 reinicio	 de	 la	









implicadas	 en	 procesos	 de	 TLS.	 Recientemente	 se	 ha	 descubierto	 una	 primasa-





carecen	 de	 actividad	 de	 corrección	 de	 errores.	 Estas	 polimerasas	 poseen	 un	 centro	
activo	mucho	más	amplio	que	el	de	las	DNA	polimerasas	replicativas	de	la	Familia	A	y	B	
lo	 que	 permite	 aceptar	 estructuras	 de	 DNA	 voluminosas.	 Otra	 diferencia	 en	 los	
miembros	de	la	Familia	Y	con	respecto	a	las	polimerasas	replicativas	es	el	menor	tamaño	
de	 los	 subdominios	 “dedos”	 y	 “pulgar”,	 lo	 que	 permite	 un	 menor	 contacto	 con	 la	
molécula	de	DNA	y	con	el	nucleótido	entrante	(Figura	5).	Esto	facilita	la	actividad	TLS	y	
también	contribuye	a	una	baja	fidelidad	de	copia.	






































acción	 está	 limitada	debido	 a	 su	 baja	 procesividad	 (Biertümpfel	 et	 al.,	 2010b).	 Pol	 η	
también	parece	estar	implicada	en	otros	procesos	que	no	requieren	actividad	TLS	como	
recombinación	 homóloga	 (McIlwraith	 et	 al.,	 2005),	 replicación	 del	 DNA	 no	 dañado	
durante	la	fase	S,	posiblemente	en	la	replicación	de	los	sitios	frágiles	de	cromosomas	

































como	 TLS	 de	 Rev1	 es	 limitada,	 pudiendo	 incorporar	 de	manera	 eficiente	 citosinas	 a	
estructuras	voluminosas	con	alto	contenido	en	guaninas	(Zhang	et	al.,	2002)	y	en	sitios	
abásicos	(Nelson	et	al.,	1996).	Se	ha	demostrado	que	el	bypass	de	sitios	abásicos	es	una	
función	 in	 vivo	 de	 Rev1,	 ya	 que	mutantes	 catalíticos	 de	 Rev1	 alteran	 el	 espectro	 de	
mutaciones	en	linfocitos	B	de	vertebrados	(Jansen	et	al.,	2006;	Masuda	et	al.,	2009;	Ross	
and	Sale,	2006).	La	estructura	cristalina	de	Rev1	reveló	la	base	molecular	de	su	función	
celular:	 en	 lugar	 de	 utilizar	 la	 clásica	 unión	 Watson-Crick	 para	 detectar	 el	






girando	 una	 de	 las	 base	 de	 esta	 cadena	 hacia	 fuera,	 mientras	 que	 la	 dCMP	 se	 une	
mediante	 puentes	 de	 hidrógeno	 a	 un	 residuo	 de	 arginina.	 La	 palma	 del	 dominio	











terminal)	 que	 es	 importante	 para	 la	 interacción	 con	 PCNA	 y	 esencial	 para	 la	
supervivencia	tras	exposición	a	la	luz	UV	(Guo	et	al.,	2006).	Estos	resultados	muestran	
el	 papel	 esencial	 de	 REV1	 como	 puente	 en	 la	 interacción	 de	 PCNA	 con	 el	 resto	 de	










Recientemente	 ha	 sido	 descrita	 en	 humanos	 una	 nueva	 primasa-polimerasa	
perteneciente	a	la	familia	AEP	(primasas	de	arqueas	y	eucariotas),		denominada	PrimPol	
(García-Gómez	 et	 al.,	 2013).	 Esta	 enzima	 tiene	 tanto	 actividad	 primasa	 (RNA	 y	 DNA	





celular.	PrimPol	es	 capaz	de	 sintetizar	un	 cebador	de	DNA	o	de	RNA	ya	que	 tiene	 la	
misma	 afinidad	 por	 desoxirribonucleotidos	 que	 por	 ribonucleótidos,	 pudiendo	
incorporar	cualquiera	de	éstos	para	la	síntesis	de	una	nueva	cadena.	En	el	caso	de	que	
ya	 exista	 algún	 nucleótido	 incorporado,	 PrimPol	 puede	 continuar	 la	 extensión	 de	 la	







































humana.	 La	replicación	del	DNA	se	detiene	cuando	 la	polimerasa	replicativa	se	encuentra	 con	una	
lesión	en	el	ADN	molde,	acumulando	ssDNA	delante	de	la	lesión.	PrimPol	reconoce	este	tipo	de	daño	
y	 es	 capaz	 de	 resolver	 el	 bloqueo	 replicativo	 por	 3	 mecanismos	 diferentes,	 dependiendo	 de	 la	
naturaleza	de	la	lesión:	(1)	lesiones	tipo	8-oxo-dG,	las	corrije	directamente	actuando	como	una		TLS	
polimerasa	 convencional;	 (2)	 lesiones	 ilegibles	 (sitios	abásicos,	6-4PP,	etc.),	 es	 capaz	de	 saltar	por	
microhomología	mediada	por	la	realineación	antes	de	la	lesión,	actuando	como	una	"pseudo"	TLS;	(3)	








organización	 del	 genoma,	 su	 insecto	 vector	 y	 su	 gama	 de	 huéspedes:	 Becurtovirus,	















los	 más	 importantes	 y	 más	 estudiados	 de	 todos	 los	 que	 componen	 la	 familia	
Geminiviridae.	Además,	desde	la	ICTV	se	proponen	varios	criterios	de	demarcación	de	









presentan	 genomas	 monopartitos,	 como	 la	 mayoría	 de	 los	 virus	 asociados	 con	 la	
enfermedad	 del	 rizado	 amarillo	 del	 tomate	 (TYLCD).	 Se	 han	 descrito	 11	 especies	






La	 especie	 asociada	 a	 TYLCD	 que	 se	 encuentra	 más	 ampliamente	 distribuida	 por	 el	
mundo	es	Tomato	yellow	 leaf	 curl	 virus	 (TYLCV)	 (Abhary	et	al.,	2007;	 Lefeuvre	et	al.,	
2010).	 En	 España,	 la	 primera	 especie	 que	 se	 vio	 asociada	 a	 la	 enfermedad,	 Tomato	
yellow	 leaf	 curl	 Sardinia	virus	 (TYLCSV),	 fue	desplazada	 tras	 la	entrada	de	TYLCV-Mld	
hasta	minimizar	 su	 incidencia	 (Sánchez-Campos	et	 al.,	 1999),	 en	parte	debido	al	 uso	
extensivo	de	cultivares	tolerantes	(García-Andrés	et	al.,	2009).	En	2003,	se	describió	la	
entrada	de	TYLCV-IL	en	España	(Morilla	et	al.,	2007),	y	dos	nuevas	especies	en	el	sudeste	
peninsular	 resultantes	de	procesos	de	 recombinación,	muy	 frecuentes	en	este	grupo	
(Lefeuvre	et	al.,	2007;	Martin	and	Rybicki,	2000),	Tomato	yellow	leaf	curl	Malaga	virus	
(TYLCMaV)	 (recombinante	 entre	 TYLCSV	 y	 TYLCV-Mld)	 y	 Tomato	 yellow	 leaf	 curl	
Axarquia	virus	(TYLCAxV)	(entre	TYLCSV	y	TYLCV-IL)	(García-Andrés	et	al.,	2006;	Monci	






de	 infecciones	mixtas,	 lo	 cual	 suele	 favorecer	 la	aparición	de	nuevos	 tipos	virales	de	











promotor	 correspondiente.	 En	 su	 extremo	 5’,	 está	 la	 secuencia	 de	 unión	 de	 la	 Rep,	
constituida	por	motivos	repetidos	en	tándem	(iterones)	cuya	organización	y	secuencia	
Figura	8.	Representación	esquemática	de	la	región	intergénica	de	los	Begomovirus.	En	la	estructura	
en	 horquilla	 se	 encuentra	 el	 nonanucleótido	 conservado	 que	 utiliza	 REP	 como	 punto	 de	 corte	 y	
liberación	del	monómero.	A	la	derecha	de	la	horquilla	se	halla	la	secuencia	de	unión	de	TrAP	al	DNA	
y	 la	 caja	 TATA	 para	 la	 expresión	 de	 los	 genes	 en	 sentido	 viral.	 En	 la	 parte	 izquierda	 están	











algún	 grado	 de	 solapamiento	 entre	 sí	 y	 están	 organizadas	 en	 dos	 unidades	 de	
transcripción	 inversas	 y	 separadas	 por	 la	 región	 intergénica	 (IR)	 de	 unos	 300	 nt	 de	
longitud	(Martin	and	Rybicki,	2000;	Moriones	and	Navas-Castillo,	2000;	Picó	et	al.,	1996).		
Los	ORFs	en	sentido	viral	son:	
- V2:	 codifica	 para	 una	 proteína	 de	 13,3	 KDa	 que	 parece	 estar	 implicada	 en	 el	
movimiento	a	corta	y	a	 larga	distancia	dentro	del	hospedador	 (Rojas	et	al.,	2001),	 la	






proteína	 CYP1,	 una	 cisteín-proteasa	 miembro	 de	 las	 PLCP	 (Papain-like	 cysteine	
proteases),	 implicadas	 en	 la	 ruta	 de	 muerte	 celular	 programada,	 por	 lo	 que	 podría	
suprimir	la	respuesta	hipersensible	(HR)	de	la	célula	huésped	(Bar-Ziv	et	al.,	2012;	2015).	
- V1/CP:	 codifica	 para	 una	 proteína	 de	 30	 KDa,	 única	 responsable	 de	 la	
encapsidación	 del	 genoma	 viral.	 Se	 ha	 demostrado	 que	 CP	 es	 necesaria	 para	 la	
transmisión	y	 la	especificidad	de	vector	 (Höhnle	et	al.,	2001)	y	que	protege	el	ssDNA	











viral.	 Rep	 es	 una	 endonucleasa-helicasa	 (Laufs	 et	 al.,	 1995a)	 que	 reconoce	
específicamente	el	origen	de	replicación	del	virus	e	hidroliza	y	liga	la	cadena	viral	dentro	
del	nonanucleótido	conservado	 (Gladfelter	et	al.,	1997;	Orozco	and	Hanley-Bowdoin,	
1996).	 También	 se	ha	descrito	 su	 actividad	helicasa	 (Clérot	 and	Bernardi,	 2006)	 y	 su	
interacción	con	distintas	proteínas	de	la	célula	huésped,	tales	como	PCNA	(Proliferating	
Cell	Nuclear	Antigen)	y	homólogos	a	la	familia	retinoblastoma	(pRBR)	(Ach	et	al.,	1997;	
Castillo	 et	 al.,	 2003;	 Gutierrez,	 1999;	 Luque	 et	 al.,	 2002).	 Se	 ha	 propuesto	 que	 Rep	






es	 un	 supresor	 del	 PTGS,	 lo	 que	 permite	 un	 incremento	 de	 la	 invasión	 viral	 y	 de	 la	






- C2/TrAP	 (15,7	 kDa):	 la	 proteína	 activadora	 de	 la	 transcripción	 (Transcription	
Activation	Protein)	es	necesaria	en	la	transcripción	eficiente	de	los	genes	en	el	sentido	
viral.	Se	considera	un	factor	de	patogenicidad	debido	a	su	implicación	en	el	movimiento	
a	 larga	 distancia	 (Wartig	 et	 al.,	 1997)	 y	 la	 supresión	 del	 PTGS	 (Dong	 et	 al.,	 2003;	
Vanitharani	 et	 al.,	 2004;	 Voinnet	 et	 al.,	 1999;	 Wang	 and	 Wagner,	 2003).	 Además,	
interfiere	 con	 el	 TGS	 mediante	 la	 inactivación	 de	 la	 adenosin	 kinasa	 (ADK),	 que	 se	
requiere	 para	 la	 síntesis	 de	 S-adenosil	 metionina,	 un	 cofactor	 esencial	 para	 las	
metiltransferasas	de	DNA	(Buchmann	et	al.,	2009).	











Las	partículas	 virales	de	TYLCV	presentan	una	morfología	 geminada	 característica	de	







tomate,	en	general,	 los	 síntomas	 incluyen	 reducción	en	 la	 superficie	 foliary	 las	hojas	
presentan	el	margen	de	los	foliolos	curvado	hacia	el	haz	a	lo	largo	del	nervio	principal,	
lo	 que	 le	 da	 un	 aspecto	 de	 cuchara.	 Cuando	 las	 infecciones	 se	 producen	 en	 fases	
tempranas	del	crecimiento,	 la	reducción	del	tamaño	de	los	foliolos	combinada	con	la	


















Se	 ha	 demostrado	 que	 Rep	 es	 la	 única	 proteína	 esencial	 para	 la	 replicación	 de	 los	
geminivirus,	 por	 lo	 que	 se	 piensa	 que	 puede	 jugar	 un	 papel	 fundamental	 en	 el	
reclutamiento	y	ensamblaje	del	replisoma	viral,	incluyendo	proteínas	virales	y	proteínas	
del	 hospedador	 implicados	 en	 la	 replicación	 de	 DNA,	 reparación	 y	 otras	 funciones	
nucleares.	 REn	 interacciona	 con	 Rep	 incrementando	 notablemente	 la	 replicación	 y	
acumulación	del	DNA	viral	 (Settlage	et	al.,	 2005).	Ambas	Rep	y	REn	 se	unen	a	PCNA	
(Bagewadi	et	al.,	2004;	Castillo	et	al.,	2003).	Rep	también	interacciona	con	la	subunidad	
Figura	7.	Modelos	para	 la	 replicación	por	 círculo	 rodante	 (RCR)	y	 la	 replicación	dependiente	de	
recombinación	(RDR)	en	begomovirus.	Paso	A:	unión	de	 la	Rep	al	origen	de	replicación	(ori)	de	un	
DNA	 de	 doble	 cadena	 circular	 abierto	 [(oc)dsDNA].	 Paso	 B:	 corte	 del	 DNA	 y	 unión	 covalente	 del	
extremo	5’	a	la	Rep.	Paso	C:	replicación	y	desplazamiento	del	ssDNA.	Paso	D:	corte	de	la	nueva	cadena	
y	cierre	de	la	molécula	de	ssDNA	tras	la	separación	de	la	Rep.	Paso	E:	DNA	de	cadena	sencilla	(ssDNA)	
truncado	 interacciona	 en	 un	 punto	 homólogo	 con	 el	 DNA	 de	 cadena	 doble	 circular	 [(ccc)dsDNA]	








la	 subunidad	de	32	KDa	de	 la	proteína	de	 replicación	A,	 cuya	 función	es	 la	unión	de	
ssDNA	(Luque	et	al.,	2002;	Singh	et	al.,	2007).	
También	 se	 ha	 descrito	 la	 interacción	 entre	 Rep	 y	 RAD54,	 responsable	 de	 la	
recombinación	homóloga	por	lo	que	podría	jugar	un	papel	importante	en	la	replicación	






















genética	 tal	 como	 ha	 demostrado	 para	 el	 CLCuV	 (Sanz	 et	 al.,	 2000)	 así	 como	 una	
estructura	 genética	 en	 sus	 poblaciones	 de	 tipo	 cuasispecies	 en	 los	mastrevirus	MSV	
(Isnard	et	al.,	1998)	y	en	el	begomovirus	TYLCCNV	(Ge	et	al.,	2007).	Este	hallazgo	implica	




ocurrencia	 de	 la	 que	 se	 pensaba	 respecto	 al	 de	 la	 recombinación,	 y	 que	 muy	
probablemente	 esta	 estructura	 genética	 poblacional	 en	 cuasispecies	 sea	 la	 principal	
causa	 de	 la	 emergencia	 de	 nuevas	 especies	 de	 geminivirus.	 Recientemente	 se	 ha	
comprobado	que	 alguno	de	 los	 aislados	 de	 la	 especie	 TYLCV	 es	 capaz	 de	 infectar	A.	





















Salk_011334C	 Columbia	 Línea	mutante	del	 gen	At5g44750	 (atrev1-1)	por	 inserción	de	T-
DNA	 en	 homocigosis.	 (descrita	 en	 (Jesús	 Santiago	 et	 al.,	 2008;	
Nakagawa	et	al.,	2011b;	Takahashi	et	al.,	2005))		
	
Salk_005721C	 Columbia	 Línea	mutante	del	 gen	At5g44750	 (atrev1-2)	por	 inserción	de	T-
DNA	 en	 homocigosis,	 (descrita	 en	 (Jesús	 Santiago	 et	 al.,	 2008;	
Richter	et	al.,	2016c;	Takahashi	et	al.,	2005))		
	
Salk_090163C	 Columbia	 Línea	 mutante	 del	 gen	 At5g52800	 por	 inserción	 de	 T-DNA	 en	
homocigosis,	ortólogo	del	gen	humano	CCDC111	Primpol	((García-




en	 heterocigosis,	 (descrita	 en	 (Anderson	 et	 al.,	 2008;	 Jesús	
Santiago	 et	 al.,	 2008;	 Nakagawa	 et	 al.,	 2011b;	 Richter	 et	 al.,	
2016c)),	 por	 lo	 que	 se	 trata	 de	 una	 línea	 segregante	 para	 dicha	
inserción.		
	















Especie	 Cepa	 Genotipo	 Observaciones	
Escherichia	coli	 DH5α	 fhuA2	 lac(∆)U169	 phoA	
glnV44	 Φ80'	 lacZ(∆)M15	
gyrA96	 recA1	 relA1	 endA1	
thi-1	hsdR17(1)	
Cepa	 receptora	 utilizada	 para	 la	
clonación	de	 fragmentos	de	DNA,	en	 la	




LBA4404	 TiAch5	pAL4404	 Cepa	 empleada	 para	 transformar	






del	 begomovirus	 TYLCV	 (TYLCV-Mld,	 p1.7SP72/97)	 (Navas-Castillo	 et	 al.,	 1999)	
































Para	 seleccionar	 y	 crecer	 E.	 coli	 transformada	 con	 p1.7SP72/97	 se	 añadió	 al	 medio	
kanamicina	(50	μg/ml)	
- Medio	para	cultivo	de	Agrobacterium	tumefaciens	

























































se	mantuvieron	 en	 las	mismas	 condiciones	 hasta	 que	 alcanzaron	 la	 fase	 de	 4	 hojas	














En	el	caso	en	que	 las	plantas	 fueran	destinadas	a	producir	 semillas	para	 favorecer	el	
desarrollo	floral	se	empleó	un	ciclo	de	día	largo	(16	horas	de	luz	y	8	horas	de	oscuridad)	
en	cámaras	de	crecimiento	con	tubos	fluorescentes	de	36W	a	24°C.	Cuando	las	plantas	






















forma	sucesiva	pequeñas	 fracciones	alícuotas	de	 la	 solución	acuosa	que	contenía	 las	
semillas	esterilizadas	con	una	pipeta	y	se	dispensaron	en	placas	de	Petri	con	medio	MS	
y	sacarosa	al	3%.	Las	placas	se	sellaron	con	papel	de	parafina	y	se	 incubaron	en	una	
cámara	con	tubos	 fluorescentes	 (36	W,	8	horas	de	 luz,	16	horas	de	oscuridad)	a	una	






















4A	 para	 las	 líneas	 Salk	 y	 la	Figura	4C	 para	 las	 líneas	Gabi-Kat.	 En	este	 capítulo,	para	























































Línea	T-DNA	 Nombre	 	 Secuencia	
Salk	 LBb	1.3	 	 5'-ATTTTGCCGATTTCGGAAC		
Gabi-Kat	 o8474	 	 5’-	ATAATAACGCTGCGGACATCTACATTTT	
	
La	segunda	reacción	de	PCR	difiere	entre	líneas	Salk	y	Gabi-Kat.	Para	las	líneas	Salk	se	









































































































































temperatura	ambiente	y	 la	 fase	acuosa	 fue	depositada	en	un	nuevo	 tubo.	El	DNA	se	
precipitó	 con	 300	 μl	 de	 isopropanol	 tras	 incubación	 durante	 2	 min	 a	 temperatura	
ambiente.	Tras	centrifugar	a	12000	g	durante	5	min	el	precipitado	se	lavó	una	vez	con	






















Las	 enzimas	 de	 restricción	 empleadas	 fueron	 suministradas	 por	 la	 casa	 comercial	
TaKaRa.	Los	tratamientos	del	DNA	con	una	única	enzima	de	restricción	o	con	enzimas	
que	 actúan	 en	 el	mismo	 tampón	 se	 llevaron	 a	 cabo	 a	 la	 temperatura	 recomendada	
durante	 al	 menos	 1	 h	 utilizando	 1-2	 unidades	 de	 enzima	 por	 microgramo	 de	 DNA.	
Cuando	 los	 tratamientos	 se	 realizaron	 con	 dos	 enzimas	 que	 no	 actúan	 en	 el	mismo	
tampón	 se	 seleccionó	 el	 tampón	 óptimo	 recomendado	 por	 la	 casa	 para	 digestiones	
dobles	de	endonucleasas	de	restricción.	Cuando	la	restricción	se	realizó	con	dos	enzimas	
cuyas	temperaturas	óptimas	de	reacción	eran	diferentes,	en	primer	lugar,	se	realizó	la	





Todas	 las	 muestras	 de	 DNA	 procedentes	 de	 plantas	 agroinfectadas	 pasaron	 por	 un	
tratamiento	 con	 la	 endonucleasa	DpnI.	 Esta	 enzima	 de	 restricción	 reconoce	 un	 sitio	
GATC	sólo	si	las	adeninas	están	metiladas	por	Dam	(Gm6ATC)	una	metilasa	presente	en	
A.	tumefaciens.	De	esta	forma,	con	el	tratamiento	de	DpnI	se	digirió	el	DNA	del	plásmido	
conteniendo	 secuencias	 de	 TYLCV	 procedentes	 de	A.	 tumefaciens	 y	 no	 el	 DNA	 viral	
circular	que	se	haya	replicado	en	el	interior	de	la	planta	infectada.	
6.2. Eliminación	de	endonucleasas	de	las	muestras	
Para	 la	 purificación	 del	 DNA	 tratado	 con	 endonucleasas	 se	 utilizó	 el	 kit	 comercial	




la	 cual,	 la	 fase	 solida	 de	 resina	 contiene	 grupos	 hidroxilos	 que	 reaccionan	 con	 las	




centrifugó	 a	 2000	 g	durante	otro	minuto.	 El	 sobrenadante,	 conteniendo	el	DNA,	 fue	











Etapa	 Temperatura	 Tiempo	 Nº	de	ciclos	





































se	 optó	 por	 el	 uso	 del	 kit	 KAPA3G	 Plant	 PCR	 (KAPA	 Biosystems)	 siguiendo	 las	
instrucciones	del	fabricante.	Este	método	permitió	llevar	a	cabo	las	reacciones	de	PCR	






de	 muestras	 se	 esterilizó	 el	 extremo	 del	 sacabocados	 con	 lejía	 comercial	 y	
posteriormente	se	lavó	con	agua-DEPC.		
7.3. Síntesis	de	DNAc	mediante	transcripción	inversa	





































































Etapaa	 Temperatura	 Tiempo	 N°	de	ciclos	

















con	el	kit	 IllustraTM	ThempliPhi	 (GE	Healthcare).	Este	kit	utiliza	 la	DNA	polimerasa	del	
bacteriófago	 Φ29,	 cuya	 característica	 principal	 es	 su	 elevada	 procesividad	 y	 alta	
fidelidad	de	copia,	para	amplificar	de	forma	preferente	genomas	circulares	a	partir	de	
cebadores	 con	 secuencias	 aleatorias	 de	 6	 nucleótidos.	 Para	 ello,	 se	 siguieron	 las	
indicaciones	del	fabricante.	Inicialmente	en	un	tubo	de	polipropileno	de	0,5	ml	con	5	μl	





y	 0,2	 μl	 de	 Enzyme	mix	 por	 cada	 muestra.	 Se	 mezcló	 la	 reacción	 con	 cuidado	 y	 se	
centrifugó	 15	 s	 a	 1800	 g	 para	 concentrar	 toda	 la	 muestra	 en	 el	 fondo	 del	 tubo.	 A	














89	mM,	 EDTA	 2	mM	 y	 Ácido	 Bórico	 89	mM).	 La	 concentración	 de	 agarosa	 varió	 en	
función	 del	 tamaño	 de	 los	 fragmentos	 a	 separar,	 oscilando	 entre	 0,8-1%	 (p/v).	 A	 la	
solución	de	agarosa	fundida	se	añadió	Sybr	Safe	(1	μl/ml)	para	la	posterior	visualización	
de	 los	ácidos	nucleicos.	Cada	muestra	 se	mezcló	con	 tampón	de	carga	para	geles	de	
agarosa	en	proporción	5:1	(v/v).	La	electroforesis	se	realizó	en	cubetas	horizontales	con	



























Los	 cultivos	 se	 inocularon	 a	 partir	 de	 una	 colonia	 fresca	 de	A.	 tumefaciens	 LBA4404	







finalmente	 resuspenderlo	 en	 glicerol	 al	 10%	 (v/v).	 El	 volumen	 final	 de	 bacterias	 A.	
tumefaciens	 competentes	 se	 dividió	 en	 fracciones	 alícuotas	 de	 100	 μl	 que	 se	
conservaron	durante	un	tiempo	máximo	de	6	meses	a	-80°C.	
9.2. Transformación	de	Escherichia	coli	
A	 50	 μl	 células	 competentes	 se	 añadieron	 5	 μl	 del	 clon	 infectivo	 p1.7SP72/97	 y	 se	







































inserto	 de	 550	 nt.	 Las	 muestras	 de	 DNA	 se	 suministraron	 a	 Macrogen	 a	 una	






	Las	 lecturas	 de	 secuencia	 proporcionadas	 por	 Macrogen	 fueron	 analizadas	 con	 el	
programa	de	diseño	propio	QuasiFlow,	 explicado	en	detalle	 en	el	 Capítulo	2	de	esta	
Tesis,	utilizando	las	variables	descritas	en	la	Tabla	9.	QuasiFlow	caracteriza	muestras	de	
poblaciones	víricas,	lo	que	permite	analizar	la	estructura	molecular	de	la	población	de	
virus	 en	 un	 hospedador	 concreto	 y	 se	 basa	 en	 	 las	 siguientes	 etapas:	 limpieza	 y	
separación	 de	 lecturas,	 análisis	 estructural	 de	 las	 secuencias,	 reconstrucción	 de	
haplotipos	y	finalmente	recopilación/graficado	de	los	resultados.	El	resultado	generado	





































































































dG	o	dímeros	de	 timina	que	 las	cadenas	dobles	de	DNA,	y,	por	 lo	 tanto,	podrían	ser	






thaliana	atrev1-1,	atrev1-2,	atpolh	 y	 atprimpol	 pertenecen	 a	 la	 línea	 comercial	 Salk,	
creadas	en	el	Salk	Institute(CITA)	,	mientras	que	la	línea	mutante		de	A.	thaliana	atpolk	
pertenece	a	 la	 línea	comercial	Gabi-Kat	(GK),	desarrolladas	en	 la	Universität	Bielefeld	






reconozcan	 los	 diferentes	 T-DNA.	 La	 línea	 Salk	 recomienda	 el	 uso	 de	 un	 cebador	
diseñado	por	el	Salk	Institute	llamado	LBb	1.3,	mientras	que	para	la	línea	GK,	sus	autores	









imposibilitando	 la	 selección	 por	 fenotipo	 de	 estas	 líneas	mutantes.	 Además	 para	 las	
líneas	 atrev1-1,	 atrev1-2,	 atpolh	 y	 atpolk,	 no	 se	 ha	 ha	 comunicado	 la	 presencia	 o	
ausencia	del	gen	de	 resistencia	activo.	Por	ello,	 como	 trabajo	previo,	 caracterizamos	





para	 comprobar	 si	 aún	 conservaban	 la	 expresión	 de	 los	 genes	 de	 resistencia	 que	
contenían	 las	 inserciones	de	T-DNA	de	estas	 líneas.	Todas	 las	 líneas	Salk	presentaron	
sensibilidad	 al	 antibiótico	 y	murieron	 una	 semana	 después	 de	 germinar,	mostrando	




T-DNA	 por	 agroinfección)	 segregante	 para	 2	 inserciones	 de	 T-DNA	 en	 los	 genes	
ATPRIMPOL	 y	MEI2.	 Por	 ello	 se	 recibieron	 12	 sublíneas	 T3	 numeradas	 del	 1	 al	 12	
procedentes	 de	 dicha	 T2.	 Las	 sublíneas	 Gabi-Kat	 485g11.01,	 485g11.02,	 485g11.03,	




Figura	 1.	 Germinación	 de	 semillas	WT	 y	 de	 la	 línea	 atrev1-1.	 Se	muestra	 una	 placa	 de	MS	 sólido	
suplementado	con	kanamicina	con	semillas	germinadas	de	plantas	WT	en	 la	parte	superior,	y	en	el	
resto	de	la	placa,	las	semillas	de	la	línea	atrev1-1.	Estas	presentaron	una	sensibilidad	a	la	kanamicina	




485g11.11	 y	 485g11.12	 segregantes	 T3	 de	 Gabi-kat	 485g11	 (atpolk)	 sí	 mostraron	
resistencia	 a	 la	 sulfadiazina.	 Por	 simple	 herencia	mendeliana	 existe	 la	 posibilidad	 de	
relacionar	 el	 porcentaje	 de	 semillas	 resistentes	 de	 cada	 línea	 con	 el	 número	 de	 loci	
afectados	por	inserciones	de	T-DNA.	Por	ello	en	primer	lugar	comprobamos	en	el	caso	
de	las	sublíneas	atpolk	si	había	en	cada	una	de	ellas	1	locus	o	dos	loci	afectados,	ya	que	
estas	 presentan	dos	 inserciones	 de	 T-DNA	 segregantes,	 una	de	 ellas	 en	ATPOLK	 y	 la	

















1	 33	 27	 82%	 2	
2	 40	 20	 50%	 1	ó	2	
3	 30	 15	 50%	 1	ó	2	
4	 23	 13	 57%	 1	ó	2	
5	 148	 107	 72%	 2	
6	 72	 36	 50%	 1	ó	2	
7	 47	 27	 57%	 1	ó	2	
8	 77	 59	 77%	 2	
9	 81	 67	 83%	 2	
10	 164	 120	 73%	 2	
11	 218	 142	 65%	 2	
12	 101	 70	 69%	 2	
	




El	 genotipado	 fue	 realizado	 tal	 como	 se	 indicó	 en	 el	 apartado	 4.1.	 de	Materiales	 y	
Métodos	del	presente	capítulo.	Para	las	líneas	Salk	atprimpol,	atrev1-1,	atrev1-2	y	atpolh	
se	 genotiparon	 40	 plantas	 en	 dos	 reacciones	 independientes,	 una	 con	 la	 pareja	 de	









a	 55°C	 y	 a	 60°C	 y	 así	 comprobar	 si	 la	 amplificación	 de	 la	 PCR	 se	 debía	 a	 una	 unión	





atrev1-1	 y	atrev1-2	 realizada	con	 la	pareja	de	cebadores	RP	y	LBb1.3	 fue	positiva	en	
todas	 las	 réplicas	 analizadas	 por	 PCR,	 lo	 que	 indicó	 que	 eran	 homocigotas	 para	 la	
inserción	de	T-DNA.		
	




















Para	 la	obtención	de	una	 línea	que	solo	tuviera	 la	 inserción	en	ATPOLK	 se	generaron	
semillas	T4	a	partir	de	la	línea	GK-485G11.06.	Una	vez	crecidas	varias	plantas	de	esta	T4,	
fueron	genotipadas	con	los	cebadores	mei2_LP	y	mei2_RP	(850	nt	aproximadamente)	
















atpolh,	 atpolk,	 atrev1-1,	 atrev1-2	 y	 atprimpol,	 analizamos	 los	 valores	 de	 expresión	
relativa	de	 los	 genes	ATREV1,	ATPOLH	Y	ATPOLK	 en	 todas	 las	 cepas	en	estudio	 y	 así	
Figura	4.	Genotipado	de	las	líneas	Gabi-Kat	(1-12).	Electroferograma	de		un	gel	de	agarosa	al	1%	en	
el	 que	 se	 comprobó	 la	 existencia	 de	 dos	 inserciones	 de	 T-DNA	 en	 2	 regiones	 del	 genoma	 de	A.	
thaliana.	A)	Genotipado	del	locus	ATPOLK,	con	el	objetivo	de	buscar	homocigotos	para	la	inserción	
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Figura	 5.	 Genotipado	 de	 las	 líneas	 utilizadas	 para	 el	 estudio	 de	 la	 carga	 viral	 de	 TYLCV	 y	
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inserto	 de	 T-DNA	 en	 posiciones	 diferentes	 del	 gen,	 se	 analizó	 adicionalmente	 la	
expresión	de	ATREV1	en	la	región	genómica	inmediatamente	anterior	al	extremo	5’	del	
inserto	 de	 cada	 T-DNA	 en	 ambas	 líneas,	 para	 comprobar	 si	 los	 niveles	 de	 expresión	
diferían	entre	ambas	líneas.	Cada	medida	de	la	expresión	relativa	se	obtuvo	a	partir	de	











































Línea	de	A.	thaliana	 ATPOLK	 ATPOLH	 ATREV1		3’	 ATREV1	5’	 ATPRIMPOL	
atpolk	(homocigota)	 0,41*±0,06	0,87±0,09	 0,8±0,07	 N.A.	 N.A.	
atpolh	(heterocigota)	 0,49±0,09	 1,1±0,13	 0,72±0,06	 N.A.	 0,92±0.03	
atrev1-1	(homocigota)	 0,85±0,18	 1,06±0,11	0,01**±0,005	 0,90±0,19	 1,75±0.27	
atrev1-2	(homocigota)	 0,65±0,09	 0,52±0,03	0,02**±0,004	0,26**±0,05	 1,24±0.18	
atprimpol	(homocigota)	 N.A.	 N.A.	 N.A.	 N.A.	 0.13**±0.03	
*p<0,05;	**p<0,001;	N.A.:	no	analizado.	
Se	resalta	en	gris	el	nivel	de	expresión	del	gen	con	el	inserto	de	T-DNA	
2. Cinética	 de	 la	 carga	 viral	 de	 TYLCV	 sobre	 fondos	 genéticos	 mutantes	 de	 DNA	
polimerasas	TLS		
Tal	 como	 se	 indicó	 en	 la	 introducción,	 las	 DNA	 polimerasas	 TLS	 no	 son	 polimerasas	
procesivas	y	reemplazan	a	las	DNA	polimerasas	replicativas	cuando	existe	algún	tipo	de	


























Figura	 6.	 Esquema	 del	 diseño	 experimental	 para	 el	 estudio	 de	 la	 influencia	 de	 las	 TLS	 en	 la	
generación	de	variabilidad	en	poblaciones	virales	de	ssDNA.	A	20	plantas	de	30	días	de	cada	línea	de	
A.	 thaliana	 (indicadas	 en	 el	 cuadro)	 se	 les	 inoculó	 el	 clon	 infectivo	 p1.7SP72/97mediante	 A.	
tumefaciens.	Tras	7,	14,	21	y	28	dpi	se	tomaron	cuatro	muestras	a	las	que	se	analizó	la	carga	viral.	Se	


























































Figura	7.	Cuantificación	 absoluta	de	 la	 carga	 viral	de	 TYLCV	en	 plantas	mutantes	de	TLS.	 Para	 la	




según	 el	 test	 ANOVA	 (p=0,05).	 Las	 barras	 de	 error	 indican	 la	 desviación	 estándar	 entre	 réplicas	






Como	 una	 primera	 aproximación	 a	 la	 caracterización	 genética	 de	 las	 cuasiespecies	
virales	de	TYLCV	en	 los	 fondos	mutantes	de	DNA	Pol	 TLS,	 seleccionamos	una	 réplica	
biológica	con	una	carga	viral	media	de	las	líneas	WT,	atrev1-1,	atrev1-2,	atpolh	y	atpolk	

























































[x105]	 SNPs	 Transiciones	Trans.	 Ts/Tv	 InDels	
7d	
WT	 1,85	 1,86	 6,53	 649	 482	 167	 2,89	 17	
atrev1-1	 2,08	 2,09	 7,35	 476	 421	 55	 7,65	 22	
atrev1-2	 2,22	 2,23	 7,84	 536	 438	 98	 4,47	 20	
atpolh	 0,57	 0,58	 2,05	 833	 666	 167	 3,99	 18	
atpolk	 0,64	 0,64	 2,28	 874	 628	 246	 2,55	 19	
	
Tras	aplicar	el	filtrado	de	lecturas	de	secuencias,	se	obtuvieron	entre	5,7	x	106	y	2,2	x	
107	 lecturas	 pareadas	 de	 TYLCV,	 lo	 que	 correspondió	 a	 entre	 6,4	 x	 109	 y	 2,23	 x	 109	
nucleótidos	secuenciados	por	muestra	y	un	coverage	de	5	x	105	nucleótidos	por	posición	
nucleotídica.	 Ninguna	 de	 las	 muestras	 analizadas	 presentó	 un	 coverage	 con	 valores	
inferiores	a	2,05	x	105	nucleótidos	por	posición	nucleotídica.	
A	 continuación	 analizamos	 el	 número	 de	 posiciones	 nucleotídicas	 mutadas	 en	 las	
lecturas	 del	 virus	 con	 respecto	 a	 la	 referencia	 de	 TYLCV	 (GenBank:	 AF071228).	 Los	
resultados	revelaron	un	descenso	del	número	de	posiciones	nucleotídicas	mutadas	en	
las	 secuencias	 de	 TYLCV	 en	 las	 líneas	atrev1-1	 y	atrev1-2	 (con	476	 y	 536	 posiciones	





























cuasiespecies	 de	 TYLCV	 en	 plantas	 deficientes	 en	 PrimPol	 por	 su	 efecto	 en	 la	
acumulación	viral	a	días	tempranos.	
Con	 este	 objetivo	 seleccionamos	 al	 azar	 dos	 muestras	 de	 las	 líneas	WT	 y	 atrev1-2,	
atrev1-1,	atprimpol	a	7	dpi	y	tres	muestras	de	cada	una	de	ellas	a	28	dpi.	Las	muestras	





































WT	 1	 1,41	 2,42	 8,20	 1,66	 1247	 0,91	 7,55	
2	 1,36	 2,35	 8,01	 1,66	 1353	 0,91	 9,36	
atrev1-1	 1	 0,75	 1,26	 4,23	 1,74	 492	 0,89	 0,10	
2	 1,06	 1,80	 6,13	 1,65	 1209	 0,90	 7,85	
atrev1-2	 1	 1,07	 1,85	 6,29	 1,65	 1121	 0,89	 7,43	
2	 0,81	 1,36	 4,63	 1,71	 703	 0,89	 7,23	
atprimpol	 1	 0,25	 0,41	 1,39	 1,76	 310	 0,88	 6,95	
2	 0,44	 0,75	 2,50	 1,71	 567	 0,87	 7,19	
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	
28d	
WT	 1	 1,45	 2,50	 7,42	 1,77	 827	 0,76	 7,41	
2	 0,93	 1,57	 4,49	 1,94	 372	 0,71	 0,11	
3	 0,88	 1,40	 4,21	 1,98	 378	 0,81	 8,48	
atrev1-1	 1	 0,25	 0,42	 1,39	 1,77	 100	 0,64	 7,08	
2	 1,15	 1,86	 5,57	 1,85	 440	 0,79	 8,59	
3	 1,36	 2,35	 6,93	 1,75	 643	 0,82	 8,03	
atrev1-2	 1	 1,48	 2,49	 7,66	 1,72	 889	 0,80	 8,67	
2	 1,19	 2,00	 6,06	 1,79	 518	 0,81	 8,24	
3	 1,23	 2,05	 6,26	 1,76	 679	 0,81	 7,76	
atprimpol	 1	 1,15	 2,05	 5,97	 1,77	 645	 0,80	 7,23	
2	 0,86	 1,48	 4,27	 1,79	 414	 0,76	 7,27	








alcanzó	 el	 valor	mínimo	 de	 coverage	 necesario,	 estimado	 en	 10000X	 (Figura	 9)	 por	
















































diferencias	 significativas	 de	 ninguna	 cuasiespecie	 con	 respecto	 al	 control,	 pero	 sí	 se	
observó	un	descenso	de	este	índice	con	valores	entre	0,71	y	0,81.		
4. Caracterización	 del	 espacio	 de	 secuencia	 y	 variabilidad	 genética	 de	 las	
cuasiespecies	virales	de	TYLCV	en	ausencia	de	REV1	y	PRIMPOL	





respecto	 a	 la	 referencia	 en	 cada	 muestra,	 su	 frecuencia	 y	 la	 distribución	 de	 las	
mutaciones	en	el	genoma	de	TYLCV,	 tanto	en	nucleótidos	como	en	codones	en	 los	6	




10	muestra	 una	 representación	 gráfica	 de	 los	 análisis	 realizados	 por	 QuasiFlow	 con	

















28dpi.La	 frecuencia	 de	mutación	 de	 nucleótidos	 y	 de	 codones	 está	 expresada	 por	 un	 código	 de	




































Figura	 11.	 Posiciones	 nucleotídicas	 variables	 en	 las	 infecciones	 de	 TYLCV	 de	 los	 diferentes	
fondos	 mutantes	 de	 TLS.	 Plantas	 de	 las	 líneas	 WT	 y	 mutantes	 para	 las	 DNA	 polimerasas	






Estos	 resultados	 hay	 que	 tomarlos	 con	 precaución	 puesto	 que	 un	 análisis	 posterior	
indicó	una	relación	directa	entre	el	número	de	estas	posiciones	mutadas	y	el	número	de	
lecturas	secuenciadas	(p<0,01)	en	cada	muestra	tal	como	se	muestra	en	la	Figura	12.	
Aunque	 los	 valores	 de	 R2	 de	 la	 recta	 quedaron	 muy	 por	 debajo	 de	 los	 valores	
recomendables	 (R2=0,803),	 para	 evitar	 posibles	 sesgos	 derivados	 del	 número	 de	
secuencias	de	cada	muestra	decidimos	analizar		el	tipo	de	cambios	que	ocurrían	en	las	
cuasiespecies	 de	 TYLCV	 en	 las	 plantas	 control	 y	 mutantes.	 Para	 confirmar	 que	 los	
descensos	de	posiciones	mutadas	se	debían,	al	menos	en	parte,	al	efecto	de	la	ausencia	
















































por	 la	 acción	 de	 AtRev1	 al	 insertar	 una	 C	 en	 sitios	 abásicos.	 Este	 mismo	 efecto	 se	
mantiene	a	28	dpi	donde	nuevamente	se	observa	un	descenso	de	mutaciones	tipo	T→G,	



























































mutaciones/codón.	 De	 nuevo	 C4	 mantuvo	 los	 niveles	 más	 bajos	 de	 frecuencia	 de	
mutación	a	28	dpi	(entre	9,0	x	10-4	y	3,0	x	10-3	mutaciones/codón).	
4.2. Análisis	de	InDels	de	TYLCV	en	ausencia	de	Rev1	y	PrimPol	







cada	muestra	 fue	 siempre	muy	 inferior	 al	 de	 deleciones.	 En	 el	 90%	de	 los	 InDels	 su	
frecuencia	no	superó	el	0,3%,	y	en	ningún	caso	el	1%.	Tan	sólo	hubo	una	deleción	con	
una	frecuencia	por	encima	de	0,8%.	Sin	embargo,	resultó	llamativo	que	muchas	de	las	





































gráfico.	A	7	dpi	 se	observa	 cierta	homogeneidad	 en	 la	 frecuencia	de	mutación	de	 todos	 los	ORFs	
excepto	 de	 la	 C4,	 cuya	 frecuencia	 de	 mutación	 es	 inferior	 en	 todas	 las	 cuasiespecies	 de	 TYLCV,	














































































































































































El	 estudio	 de	 los	 eventos	 de	 recombinación	 en	 las	 poblaciones	 virales	 puede	
proporcionar	una	valiosa	información	acerca	de	cómo	los	virus	emergentes	reorganizan	
su	 genoma,	 generando	 con	 ello	 nuevas	 variantes	 genéticas.	 Estas	 recombinaciones	
pueden	ser	de	dos	tipos	dependiendo	de	las	cadenas	de	DNA	del	virus	estén	implicadas:	
recombinaciones	 entre	 cadenas	 de	 la	 misma	 polaridad	 o	 recombinaciones	 entre	
cadenas	de	polaridad	 contraria.	 Estas	 últimas	 requieren	dos	 eventos	de	 rotura	de	 la	
doble	cadena	para	que	puedan	originarse.	En	una	primera	aproximación	se	analizó	el	






	 	 Neg.	a	pos.	 Pos.	a	pos.	













A	 7	 dpi	 observamos	 en	 todas	 las	 infecciones	 el	 mismo	 número	 de	 eventos	 de	
recombinación	entre	cadenas	directas	que	dobles.	Las	cuasiespecies	con	mayor	número	
de	eventos	de	recombinación	de	ambos	tipos	pertenecieron	a	las	infecciones	de	plantas	









infecciones	 en	 ausencia	 de	 AtPrimPol	 pudo	 observarse	 un	 descenso	 aún	 mas	























región	entre	 los	nt	 2000-2600	 recombine	 con	 la	 región	entre	 los	nt	 800-1100.	Dicha	
tendencia	no	se	observa	en	las	cuasiespecies	de	TYLCV	en	fondo	atprimpol,	mostrando	
diferencias	significativas	entre	 la	 línea	atprimpol	y	 la	 línea	WT	(P<0,05)	según	 la	T	de	




















































































































La	decisión	de	utilizar	 la	 secuenciación	MiSeq	en	vez	de	HiSeq	vino	 justificada	por	 la	















creó	 una	 red	 que	 conectase	 cada	 haplotipo	 de	 la	 cuasiespecie	 con	 nodos	 que	
representasen	 las	posiciones	nucleotídicas	mutadas	 (SNPs	e	 InDels),	 y	 de	esta	 forma	
representar	 su	 “huella	 digital”.	 Además	 esta	 representación	 permite	 calcular	 la	




a	28	dpi.	Otra	 característica	de	 las	 cuasiespecies	 a	7	dpi	 es	que	 los	haplotipos	están	
Capítulo	3:	Resultados	
	 247	









tamaño	con	 la	nomenclatura	“Qn”	y	en	 color	verde.	 Los	 cambios	de	nucleótidos	 con	 respecto	a	 la	
secuencia	de	 TYLCV-Mild	de	 cada	haplotipo	presentan	como	 círculos	pequeños	 con	un	 indicativo	
numérico	que	hace	referencia	a	la	posición	con	respecto	a	la	referencia	en	la	que	se	ha	producido	el	
cambio,	los	SNPs	se	representan	con	color	naranja,	las	deleciones	de	color	amarillo	y	las	inserciones	









































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































las	 20	muestras	 secuenciadas	 por	MiSeq	 para	 este	 estudio	 (8	muestras	 a	 7dpi	 y	 12	

















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































tamaño	con	 la	nomenclatura	“Qn”	y	en	color	verde.	 Los	cambios	de	nucleótidos	 con	respecto	a	 la	
secuencia	 de	 TYLCV-Mild	 de	 cada	 haplotipo	 presentan	 como	 círculos	 pequeños	 con	 un	 indicativo	
numérico	que	hace	referencia	a	la	posición	con	respecto	a	la	referencia	en	la	que	se	ha	producido	el	
cambio,	los	SNPs	se	representan	con	color	naranja,	las	deleciones	de	color	amarillo	y	las	inserciones	







cual,	 el	 eje	 X	 o	 dimensión	 1	 (Dim1)	 justifica	 el	 53,15%	 de	 la	 variabilidad	 entre	 las	













































La	 variabilidad	 genética	 de	 las	 poblaciones	 víricas	 refleja	 la	 complejidad	 de	 las	
interacciones	que	ocurren	entre	el	virus	y	su	huésped	durante	la	infección.	La	mayoría	
de	 virus	 ssDNA	 utilizan	 el	 complejo	 de	 replicación	 del	 huésped	 que	 parasitan	 y	
posiblemente	 el	 daño	 producido	 en	 su	 genoma	 sea	 también	 reparado	 por	 la	 propia	
maquinaria	 de	 reparación	 celular.	 Como	 ya	 se	 ha	 comentado	 en	 la	 Introducción	 del	
presente	capítulo,	las	DNA	Pol	TLS	pertenecientes	a	la	familia	Y	tienen	un	centro	activo	
más	 abierto	 que	 las	 DNA	 polimerasas	 replicativas	 y	 pueden	 acomodar	 las	 lesiones	
presentes	en	el	DNA	y,	por	tanto,	sintetizar	a	través	de	éstas,	con	una	baja	fidelidad	de	
copia.	En	esta	Tesis	planteamos	 la	hipótesis	de	 las	DNA	Pol	TLS	podrían	actuar	en	 la	




el	 caso	 del	 Epstein	 Bar-virus	 (EBV)	 de	 humanos	 se	 ha	 podido	 demostrar	 que	 la	
desubiquitinación	producida	por	la	proteína	viral	BPLF1	in	vitro	es	capaz	de	atenuar	el	
reclutamiento	de	 la	DNA	polimerasa	η	 en	 zonas	 del	DNA	dañado	 (Whitehurst	 et	 al.,	





tiempos	 analizados	 lo	 que	 indicaría	 que	 no	 están	 directamente	 implicadas	 en	 la	
replicación	del	DNA	 vírico.	 Este	 resultado	es	 esperable	puesto	que	ninguna	de	 estas	
polimerasas	son	procesivas	por	lo	que	es	esperable	que	en	ausencia	de	alguna	de	ellas	
la	 acumulación	 de	 virus	 no	 se	 vea	 afectada.	 En	 la	misma	 línea	 están	 los	 resultados	
mostrados	por	Richter	y	colaboradores	(Richter	et	al.,	2016b)	en	los	que	utilizando	los	
mutantes	de	TLS	en	A.	thaliana	atrev3,	atpolh	y	atpolk	tampoco	observaron	cambios	en	








En	 cuanto	 al	modo	 de	 acción	 de	 las	 DNA	 Pol	 TLS,	 existen	multitud	 de	 estudios	 que	








de	PolH	y	PolK	a	PCNA.	 Sin	embargo,	estudios	 recientes	 indican	que	Rev1	podría	no	
depender	de	la	ubiquitinación	como	se	pensaba	inicialmente,	sino	que	Rev1	parece	ser	








esperar	 por	 la	 acción	 de	 esta	 DNA	 polimerasa.	 Estos	 cambios	 se	mantienen	 tanto	 a	
tiempos	cortos	como	largos,	indicando	que	la	actividad	de	esta	DNA	Pol	TLS	es	continua	
dentro	de	la	población.	Resulta	interesante	observar	que	ni	el	índice	de	Shannon	ni	la	
diversidad	nucleotídica	 se	ven	afectados	por	 la	ausencia	de	Rev1,	 lo	que	confirma	 la	
existencia	 de	 una	 multitud	 de	 mecanismos	 que	 influyen	 en	 la	 generación	 y	
mantenimiento	de	 la	 variabilidad	de	 la	 cuasiespecie	 y	 que	 amortigua	 el	 efecto	de	 la	
ausencia	de	alguno	de	estos	procesos.	
Tampoco	se	observaron	diferencias	en	la	distribución	de	mutaciones	ni	en	el	número	de	
InDels	 en	 las	 muestras	 procedentes	 de	 las	 líneas	 mutantes	 atrev1-1	 y	 atrev1-2.	 La	












parece	 indicar	 un	 papel	 muy	 importante	 de	 la	 recombinación	 de	 extremos	 no	
homólogos	 (NHEJ).	 Este	 resultado	 está	 apoyado	por	 la	 influencia	 de	 proteínas	 como	
KU80,	implicadas	en	NHEJ,	en	cuya	ausencia	se	retarda	la	acumulación	de	geminivirus	
(Richter	and	Jeske,	2015).	Es	por	ello	que	no	se	nos	escapa	la	necesidad	de	estudiar	el	
papel	 que	 pudiesen	 jugar	 polimerasas	 responsables	 del	 NHEJ	 como	 Pol	 λ	 en	 la	
reparación	de	extremos	no	homólogos	de	DNA	viral	truncado.	Recientemente	Richter	y	
colaboradores	 (Richter	 et	 al.,	 2016d)	 han	 actualizado	 el	 modelo	 de	 replicación	 de	
geminivirus	incluyendo	en	el	modelo	la	reparación	de	genomas	truncados	en	la	fase	de	


























células	 presentan	 un	 mayor	 acúmulo	 de	 mitocondrias	 para	 favorecer	 el	 transporte	










(Guilliam	et	 al.,	 2015).	 Sería	 interesante	 realizar	 experimentos	 in	 vitro	 con	PrimPol	 y	
TYLCV	para	confirmar	qué	sesgo	mutacional	introduce	esta	polimerasa.	
También	hemos	podido	demostrar	que	es	posible	 trabajar	 con	 replicas	biológicas	de	
cuasiespecies	 virales	 cuando	 se	 analizan	 muchas	 variables	 en	 conjunto.	 La	 nueva	
tecnología	de	NGS	acoplada	a	nuestro	programa	QuasiFlow	abre	una	nueva	metodología	
en	el	estudio	de	las	cuasiespecies.	Hasta	ahora	los	procesos	aleatorios	que	se	producían	
dentro	 de	 cada	 cuasiespecie	 alterando	 su	 población,	 como	 los	 cuellos	 de	 botella,	
impedían	 hacer	 comparaciones	 entre	 la	 mayoría	 de	 variables	 individuales	 que	
tradicionalmente	 se	 han	 analizado	 en	 el	 estudio	 de	 las	 cuasiespecies	 virales.	 La	






generación	 de	 variabilidad	 de	 geminivirus,	 invita	 a	 pensar	 en	 nuevos	 procesos	 que	





Estas	 estructuras	 terciarias	 actuarían	 principalmente	 bloqueando	 el	 paso	 de	 la	
maquinaria	 replicativa.	 Recientemente	 se	 está	 documentando	 la	 presencia	 de	 G-
cuadruplex	en	el	genoma	o	en	los	transcritos	de	ciertos	virus	de	DNA	y	RNA	(Kusov	et	
al.,	 2015;	 Métifiot	 et	 al.,	 2014;	 Murat	 et	 al.,	 2014;	 Piekna-Przybylska	 et	 al.,	 2014;	
Tlučková	 et	 al.,	 2013).	 Tanto	 Rev1	 como	 PrimPol	 han	 sido	 descritas	 como	 las	 DNA	
polimerasas	 implicadas	 en	 permitir	 la	 replicación	 a	 través	 de	 los	G-cuadruplex,	 pero	
mediante	 mecanismos	 diferentes.	 Rev1	 es	 capaz	 de	 linearizar	 el	 G-cuadruplex	
permitiendo	el	paso	de	la	maquinaria	replicativa	a	través	de	las	secuencias	ricas	en	G	
(Eddy	 et	 al.,	 2014;	 van	 Kregten	 and	 Tijsterman,	 2014;	Wickramasinghe	 et	 al.,	 2015),	


















Tabla	 1.	 Secuencias	 presentes	 en	 TYLCV-Mild	 con	 potencial	 para	 formar	 G-
cuadruplexes	
Posición	 Tamaño	 Guaninas	implicadas	en	el	G-cuadruplex	 G-Score	
919	 28	 GGAAACAGCCCAATGGATTTTGGACAGG	 12	
1049	 24	 GGCCCTCTGGAATGAAGGAACAGG	 19	
1865	 15	 GGAGGTAGGTCCTGG	 18	




forman	 estas	 estructuras,	 ya	 que	 en	 ausencia	 de	 PrimPol	 deberían	 observarse	 una	
menor	cantidad	de	recombinaciones	homólogas	en	las	regiones	indicadas	en	la	Tabla	1,	
mientras	 que	 en	 ausencia	 de	 Rev1	 no	 debería	 haber	 cambios	 significativos	 en	 las	
recombinaciones	de	esa	región,	puesto	que	Rev1	es	capaz	de	desplegar	 la	estructura	
terciaria.	Cuando	analizamos	los	eventos	de	recombinación	homóloga	en	las	regiones	
acotadas	 por	 los	 cuatro	 hipotéticos	 G-cuadruplex	 pudimos	 observar	 diferencias	
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Los	 resultados	 obtenidos	 en	 este	 trabajo	 permiten	 establecer	 las	 siguientes	
conclusiones:	
	
1. La	 mutagénesis	 incrementada	 del	 virus	 de	 RNA	 TMV	 en	 el	 hospedador	 N.	









3. Los	 tipos	 de	 mutaciones	 predominantes	 en	 las	 poblaciones	 de	 TMV	 con	
reducciones	en	 su	 infectividad	específica	 son	 transiciones	A→G	y	U→C,	que	 son	 	 los	
cambios	esperados	por	la	incorporación	del	análogo	al	RNA	vírico.	
4. El	tratamiento	durante	10	días	con	100	μg/ml	de	5-FU	no	altera	los	niveles	de	los	
ribonucleótidos	 trifosfato	 intracelulares	de	N.	 tabacum	 in	vivo	ni	 se	detecta	 la	 forma	







7. Hemos	 desarrollado	 un	 flujo	 de	 trabajo,	 QuasiFlow,	 que	 permite	 analizar	
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Escarmıś,	 C.,	 Dávila,	M.,	 Charpentier,	 N.,	 Bracho,	 A.,	Moya,	 A.,	 and	 Domingo,	 E.	
(1996).	Genetic	 Lesions	Associated	with	Muller's	Ratchet	 in	 an	RNA	Virus.	 Journal	 of	
Molecular	Biology	264,	255–267.	doi:10.1006/jmbi.1996.0639.	
Escobar-Gutiérrez,	 A.,	 Vazquez-Pichardo,	 M.,	 Cruz-Rivera,	 M.,	 Rivera-Osorio,	 P.,	
Carpio-Pedroza,	J.	C.,	Ruíz-Pacheco,	J.	A.,	et	al.	(2012).	Identification	of	hepatitis	C	virus	












Fabre,	 F.,	Montarry,	 J.,	 Coville,	 J.,	 Senoussi,	 R.,	 Simon,	V.,	 and	Moury,	B.	 (2012).	
Modelling	the	Evolutionary	Dynamics	of	Viruses	within	Their	Hosts:	A	Case	Study	Using	


















in	 patients	 failing	 a	 protease	 inhibitor	 regimen.	 Journal	 of	 Virology	 86,	 6231–6237.	
doi:10.1128/JVI.06541-11.	
Flint,	M.,	Mullen,	S.,	Deatly,	A.	M.,	Chen,	W.,	Miller,	L.	Z.,	Ralston,	R.,	et	al.	(2009).	









(1997).	 A	 century	 of	 tobamovirus	 evolution	 in	 an	 Australian	 population	 of	Nicotiana	
glauca.	Journal	of	Virology	71,	8316–8320.	
FRANKLIN,	 R.	 E.,	 and	 KLUG,	 A.	 (1956).	 The	 nature	 of	 the	 helical	 groove	 on	 the	
tobacco	mosiac	virus	particle;	x-ray	diffraction	studies.	Biochim.	Biophys.	Acta	19,	403–
416.	





inconsistent	 with	 the	 deterministic	 quasi-species	 model.	 Virology	 343,	 179–189.	
doi:10.1016/j.virol.2005.08.037.	
Fritsch,	E.	S.,	Chabbert,	C.	D.,	Klaus,	B.,	and	Steinmetz,	L.	M.	(2014).	A	genome-wide	





Recombination	 every	 day:	 abundant	 recombination	 in	 a	 virus	 during	 a	 single	 multi-
cellular	host	infection.	PLOS	Biol	3,	e89.	doi:10.1371/journal.pbio.0030089.	
Fujiki,	M.,	Kawakami,	S.,	Kim,	R.	W.,	and	Beachy,	R.	N.	(2006).	Domains	of	tobacco	
mosaic	 virus	 movement	 protein	 essential	 for	 its	 membrane	 association.	 Journal	 of	
General	Virology	87,	2699–2707.	doi:10.1099/vir.0.81936-0.	
Fukunaga,	 R.,	 and	Doudna,	 J.	 A.	 (2009).	 dsRNA	with	5'	 overhangs	 contributes	 to	





5'-leader	 sequence	 of	 tobacco	mosaic	 virus	 RNA	 enhances	 the	 expression	 of	 foreign	












García-Andrés,	 S.,	 Tomás,	 D.	 M.,	 Navas-Castillo,	 J.,	 and	 Moriones,	 E.	 (2009).	
Resistance-driven	selection	of	begomoviruses	associated	with	 the	 tomato	yellow	 leaf	
curl	disease.	Virus	Research	146,	66–72.	doi:10.1016/j.virusres.2009.08.012.	
García-Arenal,	 F.,	 and	 McDonald,	 B.	 A.	 (2007).	 An	 Analysis	 of	 the	 Durability	 of	
Resistance	to	Plant	Viruses.	http://dx.doi.org/10.1094/PHYTO.2003.93.8.941	93,	941–
952.	doi:10.1094/PHYTO.2003.93.8.941.	










Ge,	 L.,	 Zhang,	 J.,	 Zhou,	 X.,	 and	 Li,	 H.	 (2007).	 Genetic	 structure	 and	 population	








Gibbs,	M.	 J.,	 and	 Cooper,	 J.	 I.	 (1995).	 A	 recombinational	 event	 in	 the	 history	 of	



















(2004).	 Preextinction	 viral	 RNA	 can	 interfere	with	 infectivity.	 Journal	 of	 Virology	 78,	
3319–3324.	doi:10.1128/JVI.78.7.3319-3324.2004.	
Görzer,	 I.,	 Guelly,	 C.,	 Trajanoski,	 S.,	 and	 Puchhammer-Stöckl,	 E.	 (2010).	 Deep	
sequencing	reveals	highly	complex	dynamics	of	human	cytomegalovirus	genotypes	 in	









with	 large	 increases	 in	mutant	 spectrum	complexity.	Proc.	Natl.	Acad.	 Sci.	U.S.A.	 99,	
12938–12943.	doi:10.1073/pnas.182426999.	
Grande-Pérez,	A.,	Gómez-Mariano,	G.,	Lowenstein,	P.	R.,	and	Domingo,	E.	(2005a).	
Mutagenesis-induced,	 large	 fitness	 variations	with	 an	 invariant	 arenavirus	 consensus	
genomic	 nucleotide	 sequence.	 Journal	 of	 Virology	 79,	 10451–10459.	
doi:10.1128/JVI.79.16.10451-10459.2005.	




et	 al.	 (2014).	 Inference	 with	 viral	 quasispecies	 diversity	 indices:	 clonal	 and	 NGS	
approaches.	Bioinformatics	30,	1104–1111.	doi:10.1093/bioinformatics/btt768.	
Gregori,	J.,	Perales,	C.,	Rodríguez-Frías,	F.,	Esteban,	J.	I.,	Quer,	J.,	and	Domingo,	E.	
(2016).	 Viral	 quasispecies	 complexity	 measures.	 Virology	 493,	 227–237.	
doi:10.1016/j.virol.2016.03.017.	




mosaic	 virus	 (TMV)	 replicase	 and	 movement	 protein	 function	 synergistically	 in	




stranded	 DNA	 binding	 proteins.	 Nucleic	 Acids	 Research	 43,	 1056–1068.	
doi:10.1093/nar/gku1321.	
Guo,	C.,	Fischhaber,	P.	L.,	Paszyc,	M.	 J.	L.,	Masuda,	Y.,	Zhou,	 J.,	Kamiya,	K.,	et	al.	












Hanley-Bowdoin,	 L.,	 Bejarano,	 E.	 R.,	 Robertson,	 D.,	 and	 Mansoor,	 S.	 (2013).	
Geminiviruses:	 masters	 at	 redirecting	 and	 reprogramming	 plant	 processes.	Nat	 Rev	
Micro	11,	777–788.	doi:10.1038/nrmicro3117.	
Hanley-Bowdoin,	L.,	Settlage,	S.	B.,	and	Robertson,	D.	(2004).	Reprogramming	plant	





















minor	 variants	 upon	 immune	 recognition	 during	 acute	 infection.	 PLoS	 Pathog	 8,	
e1002529.	doi:10.1371/journal.ppat.1002529.	
Hicks,	 A.	 L.,	 and	 Duffy,	 S.	 (2014).	 Cell	 tropism	 predicts	 long-term	 nucleotide	
substitution	 rates	 of	 mammalian	 RNA	 viruses.	 PLoS	 Pathog	 10,	 e1003838.	
doi:10.1371/journal.ppat.1003838.	
Hicks,	C.,	Clay,	P.,	Redfield,	R.,	Lalezari,	J.,	Liporace,	R.,	Schneider,	S.,	et	al.	(2013).	

























Hou,	 W.,	 and	 Bonkovsky,	 H.	 L.	 (2013).	 Non-coding	 RNAs	 in	 hepatitis	 C-induced	
hepatocellular	carcinoma:	dysregulation	and	implications	for	early	detection,	diagnosis	
and	therapy.	World	J.	Gastroenterol.	19,	7836–7845.	doi:10.3748/wjg.v19.i44.7836.	
Hou,	 Y.	 M.,	 and	 Gilbertson,	 R.	 L.	 (1996).	 Increased	 pathogenicity	 in	 a	
pseudorecombinant	 bipartite	 geminivirus	 correlates	 with	 intermolecular	
recombination.	Journal	of	Virology	70,	5430–5436.	
Howorka,	 S.,	 Cheley,	 S.,	 and	 Bayley,	 H.	 (2001).	 Sequence-specific	 detection	 of	
individual	 DNA	 strands	 using	 engineered	 nanopores.	 Nat.	 Biotechnol.	 19,	 636–639.	
doi:10.1038/90236.	
Höhnle,	 M.,	 Höfer,	 P.,	 Bedford,	 I.	 D.,	 Briddon,	 R.	 W.,	 Markham,	 P.	 G.,	 and	
Frischmuth,	 T.	 (2001).	 Exchange	 of	 three	 amino	 acids	 in	 the	 coat	 protein	 results	 in	
efficient	 whitefly	 transmission	 of	 a	 nontransmissible	 Abutilon	 mosaic	 virus	 isolate.	
Virology	290,	164–171.	doi:10.1006/viro.2001.1140.	










Iranzo,	 J.,	 and	 Manrubia,	 S.	 C.	 (2009).	 Stochastic	 extinction	 of	 viral	 infectivity	
through	the	action	of	defectors.	EPL	85,	18001.	doi:10.1209/0295-5075/85/18001.	
Isnard,	 M.,	 Granier,	 M.,	 Frutos,	 R.,	 Reynaud,	 B.,	 and	 Peterschmitt,	 M.	 (1998).	
Quasispecies	 nature	 of	 three	 maize	 streak	 virus	 isolates	 obtained	 through	 different	





Wind,	 N.	 (2006).	 Strand-biased	 defect	 in	 C/G	 transversions	 in	 hypermutating	
immunoglobulin	 genes	 in	 Rev1-deficient	 mice.	 J.	 Exp.	 Med.	 203,	 319–323.	
doi:10.1084/jem.20052227.	
Jesús	 Santiago,	M.,	 Alejandre-Durán,	 E.,	 Muñoz-Serrano,	 A.,	 and	 Ruiz-Rubio,	M.	
(2008).	 Two	 translesion	 synthesis	 DNA	 polymerase	 genes,	 AtPOLH	 and	 AtREV1,	 are	
involved	 in	development	and	UV	 light	resistance	 in	Arabidopsis.	 J.	Plant	Physiol.	165,	
1582–1591.	doi:10.1016/j.jplph.2007.11.012.	










Kanao,	 R.,	 Masuda,	 Y.,	 Deguchi,	 S.,	 Yumoto-Sugimoto,	 M.,	 Hanaoka,	 F.,	 and	
Masutani,	C.	(2015).	Relevance	of	simultaneous	mono-ubiquitinations	of	multiple	units	




Kimura,	 M.	 (1980).	 A	 simple	 method	 for	 estimating	 evolutionary	 rates	 of	 base	






Kirthi,	N.,	Maiya,	 S.	P.,	Murthy,	M.	R.	N.,	 and	Savithri,	H.	 S.	 (2002).	 Evidence	 for	
recombination	among	the	tomato	leaf	curl	virus	strains/species	from	Bangalore,	India.	
Arch	Virol	147,	255–272.	
Knipe,	 D.	M.,	 Howley,	 P.	M.,	 Griffin,	 D.,	 Lamb,	 R.,	 and	Martin,	M.	 (2001).	 Fields	
virology,	vol.	1.	…	(EUA):	Lippincott	Williams	&	….	
Knoepfel,	S.	A.,	Di	Giallonardo,	F.,	Däumer,	M.,	Thielen,	A.,	and	Metzner,	K.	J.	(2011).	
In-depth	 analysis	 of	 G-to-A	 hypermutation	 rate	 in	 HIV-1	 env	 DNA	 induced	 by	
endogenous	 APOBEC3	 proteins	 using	 massively	 parallel	 sequencing.	 Journal	 of	
Virological	Methods	171,	329–338.	doi:10.1016/j.jviromet.2010.11.016.	
Kong,	 L.-J.,	 and	 Hanley-Bowdoin,	 L.	 (2002).	 A	 geminivirus	 replication	 protein	
interacts	with	a	protein	kinase	and	a	motor	protein	 that	display	different	expression	
patterns	 during	 plant	 development	 and	 infection.	 The	 Plant	 Cell	 14,	 1817–1832.	
doi:10.1105/tpc.003681.	
Kunz,	B.	A.	(2008).	A	role	for	PCNA2	in	translesion	synthesis	by	Arabidopsis	thaliana	
















recombination	 between	 highly	 diverged	 mitochondrial	 sequences:	 examples	 from	
maternally	 and	 paternally	 transmitted	 genomes.	 Mol.	 Biol.	 Evol.	 28,	 1847–1859.	
doi:10.1093/molbev/msr007.	








with	 major	 PI	 resistance	mutations	 by	 ultra-deep	 sequencing.	 PLoS	 ONE	 7,	 e30118.	
doi:10.1371/journal.pone.0030118.	
Laufs,	J.,	Jupin,	I.,	David,	C.,	Schumacher,	S.,	Heyraud-Nitschke,	F.,	and	Gronenborn,	







1	 in	 plasma	 versus	 PBMC	 samples	 revealed	 by	 454	 “deep”	 sequencing.	PLoS	ONE	 7,	
e46181.	doi:10.1371/journal.pone.0046181.	
Lefeuvre,	P.,	Lett,	J.-M.,	Reynaud,	B.,	and	Martin,	D.	P.	(2007).	Avoidance	of	protein	










Translesion	 synthesis:	 Y-family	 polymerases	 and	 the	 polymerase	 switch.	DNA	 Repair	
(Amst.)	6,	891–899.	doi:10.1016/j.dnarep.2007.02.003.	
Lemontt,	 J.	 F.	 (1971).	 Pathways	 of	 ultraviolet	 mutability	 in	 Saccharomyces	
cerevisiae.	I.	Some	properties	of	double	mutants	involving	uvs9	and	rev.	Mutat.	Res.	13,	
311–317.	
Lewandowski,	 D.	 J.,	 and	 Dawson,	W.	O.	 (1999).	 Tobamoviruses.	 Encyclopedia	 of	
virology.	
Li,	 W.-H.	 (1993).	 Unbiased	 estimation	 of	 the	 rates	 of	 synonymous	 and	
nonsynonymous	substitution.	J.	Mol.	Evol.	36,	96–99.	doi:10.1007/BF02407308.	
Ling,	H.,	Boudsocq,	F.,	Woodgate,	R.,	and	Yang,	W.	(2001).	Crystal	structure	of	a	Y-





























et	 al.	 (2007).	 Mutation	 rate	 of	 the	 hepatitis	 C	 virus	 NS5B	 in	 patients	 undergoing	





MacFarlane,	 S.	 A.	 (1997).	 Natural	 Recombination	 among	 Plant	 Virus	 Genomes:	
Evidence	 from	 Tobraviruses.	 Seminars	 in	 Virology	 8,	 25–31.	
doi:10.1006/smvy.1997.0103.	
Maizels,	 N.	 (2015).	 G4-associated	 human	 diseases.	 EMBO	 Rep.	
doi:10.15252/embr.201540607.	




between	 coat	protein	 and	 replication	 initiation	protein	of	Mung	bean	 yellow	mosaic	


















mutants	 in	 RNAi-mediated	 resistant	 plants.	 Mol.	 Biol.	 Evol.	 29,	 3297–3307.	
doi:10.1093/molbev/mss135.	
Martínez-Jiménez,	M.	I.,	García-Gómez,	S.,	Bebenek,	K.,	Sastre-Moreno,	G.,	Calvo,	
P.	 A.,	 Díaz-Talavera,	 A.,	 et	 al.	 (2015).	 Alternative	 solutions	 and	 new	 scenarios	 for	
translesion	 DNA	 synthesis	 by	 human	 PrimPol.	 DNA	 Repair	 (Amst.)	 29,	 127–138.	
doi:10.1016/j.dnarep.2015.02.013.	
Más,	 P.,	 and	 Beachy,	 R.	 N.	 (1999).	 Replication	 of	 tobacco	 mosaic	 virus	 on	




tabaci.	 Journal	 of	 Virological	 Methods	 147,	 282–289.	
doi:10.1016/j.jviromet.2007.09.015.	
Massart,	 S.,	 Olmos,	 A.,	 Jijakli,	 H.,	 and	 Candresse,	 T.	 (2014).	 Current	 impact	 and	









functions	 of	 Y-family	 DNA	 polymerases.	 Nucleic	 Acids	 Research	 43,	 7898–7910.	
doi:10.1093/nar/gkv712.	
Masutani,	C.,	Kusumoto,	R.,	Yamada,	A.,	Dohmae,	N.,	Yokoi,	M.,	Yuasa,	M.,	et	al.	
(1999).	 The	 XPV	 (xeroderma	 pigmentosum	 variant)	 gene	 encodes	 human	 DNA	
polymerase	eta.	Nature	399,	700–704.	doi:10.1038/21447.	
Matsuda,	T.,	Bebenek,	K.,	Masutani,	C.,	Hanaoka,	F.,	and	Kunkel,	T.	A.	(2000).	Low	




Más,	 P.,	 and	 Beachy,	 R.	 N.	 (1999).	 Replication	 of	 tobacco	 mosaic	 virus	 on	
endoplasmic	 reticulum	 and	 role	 of	 the	 cytoskeleton	 and	 virus	movement	 protein	 in	
intracellular	 distribution	 of	 viral	 RNA.	 J	 Cell	 Biol	 147,	 945–958.	
doi:10.1083/jcb.147.5.945.	





intermediates	 of	 homologous	 recombination.	 Mol.	 Cell	 20,	 783–792.	
doi:10.1016/j.molcel.2005.10.001.	
Meshi,	T.,	Watanabe,	Y.,	Saito,	T.,	Sugimoto,	A.,	Maeda,	T.,	and	Okada,	Y.	(1987).	
Function	 of	 the	 30	 kd	 protein	 of	 tobacco	 mosaic	 virus:	 involvement	 in	 cell-to-cell	
movement	and	dispensability	for	replication.	EMBO	J.	6,	2557–2563.	
Métifiot,	M.,	Amrane,	S.,	Litvak,	S.,	and	Andreola,	M.-L.	(2014).	G-quadruplexes	in	
viruses:	 function	 and	 potential	 therapeutic	 applications.	 Nucleic	 Acids	 Research	 42,	
12352–12366.	doi:10.1093/nar/gku999.	
Mild,	M.,	Hedskog,	C.,	Jernberg,	J.,	and	Albert,	J.	(2011).	Performance	of	ultra-deep	
pyrosequencing	 in	 analysis	 of	 HIV-1	 pol	 gene	 variation.	 PLoS	 ONE	 6,	 e22741.	
doi:10.1371/journal.pone.0022741.	
Miller,	 J.	 R.,	 Koren,	 S.,	 and	 Sutton,	 G.	 (2010).	 Assembly	 algorithms	 for	 next-
generation	sequencing	data.	Genomics	95,	315–327.	doi:10.1016/j.ygeno.2010.03.001.	
Minskaia,	E.,	Hertzig,	T.,	Gorbalenya,	A.	E.,	Campanacci,	V.,	Cambillau,	C.,	Canard,	
B.,	 et	 al.	 (2006).	 Discovery	 of	 an	 RNA	 virus	 3“->5”	 exoribonuclease	 that	 is	 critically	









Monci,	 F.,	 Sánchez-Campos,	 S.,	 Navas-Castillo,	 J.,	 and	 Moriones,	 E.	 (2002a).	 A	
natural	recombinant	between	the	geminiviruses	Tomato	yellow	leaf	curl	Sardinia	virus	
and	 Tomato	 yellow	 leaf	 curl	 virus	 exhibits	 a	 novel	 pathogenic	 phenotype	 and	 is	
becoming	prevalent	in	Spanish	populations.	Virology	303,	317–326.	
Monci,	 F.,	 Sánchez-Campos,	 S.,	 Navas-Castillo,	 J.,	 and	 Moriones,	 E.	 (2002b).	 A	
natural	recombinant	between	the	geminiviruses	Tomato	yellow	leaf	curl	Sardinia	virus	
and	 Tomato	 yellow	 leaf	 curl	 virus	 exhibits	 a	 novel	 pathogenic	 phenotype	 and	 is	
becoming	 prevalent	 in	 Spanish	 populations.	 Virology	 303,	 317–326.	
doi:10.1006/viro.2002.1633.	
Montarry,	J.,	DOUMAYROU,	J.,	Simon,	V.,	and	Moury,	B.	(2011).	Genetic	background	
matters:	 a	 plant–virus	 gene-for-gene	 interaction	 is	 strongly	 influenced	 by	 genetic	














Arenal,	 F.	 (2004).	 Variability	 and	 genetic	 structure	 of	 the	 population	 of	 watermelon	
mosaic	 virus	 infecting	 melon	 in	 Spain.	 Virology	 318,	 451–460.	
doi:10.1016/j.virol.2003.10.002.	
Moreno,	I.	M.,	Malpica,	J.	M.,	Rodríguez-Cerezo,	E.,	and	García-Arenal,	F.	(1997).	A	















Moriones,	 E.,	 and	 Navas-Castillo,	 J.	 (2000).	 Tomato	 yellow	 leaf	 curl	 virus,	 an	
emerging	 virus	 complex	 causing	 epidemics	 worldwide.	 Virus	 Research	 71,	 123–134.	
doi:10.1016/S0168-1702(00)00193-3.	
Morroni,	 M.,	 Jacquemond,	 M.,	 and	 Tepfer,	 M.	 (2013).	 Deep	 Sequencing	 of	
Recombinant	Virus	Populations	 in	Transgenic	and	Nontransgenic	Plants	 Infected	with	






Mutation	 of	 HIV-1	 Genomes	 in	 a	 Clinical	 Population	 Treated	 with	 the	 Mutagenic	
Nucleoside	KP1461.	PLoS	ONE	6,	e15135.	doi:10.1371/journal.pone.0015135.	




Murakumo,	 Y.,	 Ogura,	 Y.,	 Ishii,	 H.,	 Numata,	 S.,	 Ichihara,	M.,	 Croce,	 C.	M.,	 et	 al.	
(2001).	 Interactions	 in	 the	error-prone	postreplication	 repair	proteins	hREV1,	hREV3,	
and	 hREV7.	 Journal	 of	 Biological	 Chemistry	 276,	 35644–35651.	
doi:10.1074/jbc.M102051200.	
Murat,	P.,	Zhong,	J.,	Lekieffre,	L.,	Cowieson,	N.	P.,	Clancy,	J.	L.,	Preiss,	T.,	et	al.	(2014).	
G-quadruplexes	 regulate	 Epstein-Barr	 virus-encoded	 nuclear	 antigen	 1	 mRNA	
translation.	Nat	Chem	Biol	10,	358–364.	doi:10.1038/nchembio.1479.	
Nagy,	 P.	 D.,	 and	 Simon,	 A.	 E.	 (1997).	 New	 insights	 into	 the	mechanisms	 of	 RNA	
recombination.	Virology	235,	1–9.	doi:10.1006/viro.1997.8681.	
Nair,	D.	T.,	Johnson,	R.	E.,	Prakash,	L.,	and	Prakash,	S.	(2005).	Rev1	employs	a	novel	






AtRev1	 and	 AtPolη	 in	 γ	 ray-induced	 mutagenesis.	 Plant	 Signal	 Behav	 6,	 728–731.	
doi:10.4161/psb.6.5.15124.	
Nakagawa,	M.,	Takahashi,	S.,	Tanaka,	A.,	Narumi,	I.,	and	Sakamoto,	A.	N.	(2011b).	
Role	 of	 AtPolζ,	 AtRev1,	 and	 AtPolη	 in	 UV	 light-induced	mutagenesis	 in	 Arabidopsis.	
PLANT	PHYSIOLOGY	155,	414–420.	doi:10.1104/pp.110.166082.	
Navas-Castillo,	J.,	Sánchez-Campos,	S.,	and	Díaz,	J.	A.	(1999).	Tomato	yellow	leaf	curl	
virus-Is	 causes	 a	 novel	 disease	 of	 common	 bean	 and	 severe	 epidemics	 in	 tomato	 in	
Spain.	Plant	….	doi:10.1094/PDIS.1999.83.1.29.	
Navas-Castillo,	 J.,	 Sánchez-Campos,	 S.,	 Noris,	 E.,	 Louro,	 D.,	 Accotto,	 G.	 P.,	 and	
Moriones,	E.	 (2000).	Natural	 recombination	between	Tomato	yellow	 leaf	curl	virus-is	
and	 Tomato	 leaf	 curl	 virus.	 Journal	 of	 General	 Virology	 81,	 2797–2801.	
doi:10.1099/0022-1317-81-11-2797.	
Ndunguru,	J.,	Legg,	J.	P.,	Aveling,	T.	A.	S.,	Thompson,	G.,	and	Fauquet,	C.	M.	(2005).	
Molecular	 biodiversity	 of	 cassava	 begomoviruses	 in	 Tanzania:	 evolution	 of	 cassava	
geminiviruses	in	Africa	and	evidence	for	East	Africa	being	a	center	of	diversity	of	cassava	
geminiviruses.	Virology	Journal	2,	21.	doi:10.1186/1743-422X-2-21.	
Nelson,	 J.	R.,	 Lawrence,	C.	W.,	and	Hinkle,	D.	C.	 (1996).	Deoxycytidyl	 transferase	
activity	of	yeast	REV1	protein.	Nature	382,	729–731.	doi:10.1038/382729a0.	
Niehl,	 A.,	 Peña,	 E.	 J.,	 Amari,	 K.,	 and	 Heinlein,	 M.	 (2013).	 Microtubules	 in	 viral	
replication	and	transport.	The	Plant	Journal	75,	290–308.	doi:10.1111/tpj.12134.	
Ninomiya,	M.,	Ueno,	Y.,	Funayama,	R.,	Nagashima,	T.,	Nishida,	Y.,	Kondo,	Y.,	et	al.	
(2012).	Use	of	 illumina	deep	 sequencing	 technology	 to	differentiate	hepatitis	C	 virus	
variants.	Journal	of	Clinical	Microbiology	50,	857–866.	doi:10.1128/JCM.05715-11.	
Nishiguchi,	M.,	 and	Motoyoshi,	 F.	 (1978).	 Behaviour	 of	 a	 temperature	 sensitive	
strain	of	tobacco	mosaic	virus	in	tomato	leaves	and	protoplasts.	Journal	of	General	….	
Noguchi,	H.,	Park,	J.,	and	Takagi,	T.	(2006).	MetaGene:	prokaryotic	gene	finding	from	






















content	 and	 particle	 stability.	 PLoS	 Genet	 7,	 e1001344.	
doi:10.1371/journal.pgen.1001344.	





Otsuka,	C.,	Kunitomi,	N.,	 Iwai,	S.,	 Loakes,	D.,	and	Negishi,	K.	 (2005).	Roles	of	 the	
polymerase	and	BRCT	domains	of	Rev1	protein	in	translesion	DNA	synthesis	in	yeast	in	
vivo.	Mutat.	Res.	578,	79–87.	doi:10.1016/j.mrfmmm.2005.03.005.	
Pabinger,	 S.,	Dander,	A.,	 Fischer,	M.,	 Snajder,	R.,	 Sperk,	M.,	 Efremova,	M.,	 et	 al.	
(2014).	 A	 survey	 of	 tools	 for	 variant	 analysis	 of	 next-generation	 genome	 sequencing	
data.	Brief	Bioinform	15,	256–278.	doi:10.1093/bib/bbs086.	
Padidam,	M.,	Sawyer,	S.,	and	Fauquet,	C.	M.	 (1999).	Possible	emergence	of	new	

























Benefits	 of	 Sequential	 Inhibitor-Mutagen	 Treatments	 of	 RNA	 Virus	 Infections.	 PLoS	
Pathog	5,	e1000658.	doi:10.1371/journal.ppat.1000658.	
Perales,	 C.,	 Iranzo,	 J.,	 Manrubia,	 S.	 C.,	 and	 Domingo,	 E.	 (2012).	 The	 impact	 of	
quasispecies	dynamics	on	the	use	of	therapeutics.	Trends	in	Microbiology	20,	595–603.	
doi:10.1016/j.tim.2012.08.010.	
Perales,	 C.,	 Martín,	 V.,	 Ruiz-Jarabo,	 C.	 M.,	 and	 Domingo,	 E.	 (2005).	 Monitoring	
sequence	 space	 as	 a	 test	 for	 the	 target	 of	 selection	 in	 viruses.	 Journal	 of	Molecular	
Biology	345,	451–459.	doi:10.1016/j.jmb.2004.10.066.	
Perales,	C.,	Mateo,	R.,	Mateu,	M.	G.,	and	Domingo,	E.	(2007).	Insights	into	RNA	virus	
mutant	 spectrum	 and	 lethal	 mutagenesis	 events:	 replicative	 interference	 and	
complementation	by	multiple	point	mutants.	 Journal	of	Molecular	Biology	 369,	985–
1000.	doi:10.1016/j.jmb.2007.03.074.	
Perelson,	A.	S.,	and	Layden,	T.	 J.	 (2007).	Ribavirin:	 is	 it	a	mutagen	for	hepatitis	C	
virus?	Gastroenterology	132,	2050–2052.	doi:10.1053/j.gastro.2007.03.077.	
Perrone,	R.,	Butovskaya,	E.,	Daelemans,	D.,	Palù,	G.,	Pannecouque,	C.,	and	Richter,	
S.	N.	 (2014).	Anti-HIV-1	 activity	of	 the	G-quadruplex	 ligand	BRACO-19.	 J.	Antimicrob.	
Chemother.	69,	3248–3258.	doi:10.1093/jac/dku280.	
Pevzner,	P.,	and	Shamir,	R.	(2011).	Bioinformatics	for	biologists.	
Pfeiffer,	 J.	 K.,	 and	 Kirkegaard,	 K.	 (2006).	 Bottleneck-mediated	 quasispecies	
restriction	during	spread	of	an	RNA	virus	from	inoculation	site	to	brain.	Proc	Natl	Acad	
Sci	USA	103,	5520–5525.	doi:10.1073/pnas.0600834103.	




region	 in	 the	 HIV-1	 genome	 adopts	 a	 G-quadruplex	 structure	 in	 its	 RNA	 and	 DNA	
sequence.	Biochemistry	53,	2581–2593.	doi:10.1021/bi4016692.	
Pilartz,	M.,	and	Jeske,	H.	(1992).	Abutilon	mosaic	geminivirus	double-stranded	DNA	












al.	 (2011).	 Dates	 of	 HIV	 infection	 can	 be	 estimated	 for	 seroprevalent	 patients	 by	















(2016).	 5-Azacytidine	 Enhances	 the	Mutagenesis	 of	 HIV-1	 by	 Reduction	 to	 5-Aza-2'-
Deoxycytidine.	Antimicrob.	Agents	Chemother.	60,	2318–2325.	doi:10.1128/AAC.03084-
15.	
Recordon-Pinson,	 P.,	 Raymond,	 S.,	 Bellecave,	 P.,	 Marcelin,	 A.	 G.,	 Soulie,	 C.,	
Descamps,	D.,	et	al.	(2013).	HIV-1	dynamics	and	coreceptor	usage	in	Maraviroc-treated	















Richter,	K.	 S.,	 and	 Jeske,	H.	 (2015).	KU80,	a	key	 factor	 for	non-homologous	end-
joining,	 retards	 geminivirus	 multiplication.	 J.	 Gen.	 Virol.	 96,	 2913–2918.	
doi:10.1099/jgv.0.000224.	
Richter,	 K.	 S.,	 Götz,	 M.,	 Winter,	 S.,	 and	 Jeske,	 H.	 (2016a).	 The	 contribution	 of	
translesion	 synthesis	 polymerases	 on	 geminiviral	 replication.	Virology	 488,	 137–148.	
doi:10.1016/j.virol.2015.10.027.	
Richter,	 K.	 S.,	 Götz,	 M.,	 Winter,	 S.,	 and	 Jeske,	 H.	 (2016b).	 The	 contribution	 of	
translesion	 synthesis	 polymerases	 on	 geminiviral	 replication.	Virology	 488,	 137–148.	
doi:10.1016/j.virol.2015.10.027.	
Richter,	 K.	 S.,	 Götz,	 M.,	 Winter,	 S.,	 and	 Jeske,	 H.	 (2016c).	 The	 contribution	 of	
translesion	 synthesis	 polymerases	 on	 geminiviral	 replication.	Virology	 488,	 137–148.	
doi:10.1016/j.virol.2015.10.027.	
Richter,	 K.	 S.,	 Serra,	 H.,	 White,	 C.	 I.,	 and	 Jeske,	 H.	 (2016d).	 The	 recombination	
mediator	 RAD51D	 promotes	 geminiviral	 infection.	 Virology	 493,	 113–127.	
doi:10.1016/j.virol.2016.03.014.	
Ritzenthaler,	 C.,	 and	 Hofmann,	 C.	 (2007).	 “Tubule-Guided	 Movement	 of	 Plant	
Viruses,”	in	Viral	transport	in	plants	Plant	Cell	Monographs.	(Berlin,	Heidelberg:	Springer	
Berlin	Heidelberg),	63–83.	doi:10.1007/7089_2006_105.	
Rodríguez-Cerezo,	 E.,	 and	García-Arenal,	 F.	 (1989).	Genetic	 heterogeneity	 of	 the	







characterization	 of	 tomato	 leaf	 curl	 Sinaloa	 virus	 and	 tomato	 severe	 leaf	 curl	 virus:	
phylogeny	 of	New	World	 begomoviruses	 and	 detection	 of	 recombination.	Arch	Virol	
150,	1281–1299.	doi:10.1007/s00705-005-0509-x.	
Rojas,	M.	R.,	Jiang,	H.,	Salati,	R.,	Xoconostle-Cázares,	B.,	Sudarshana,	M.	R.,	Lucas,	
W.	 J.,	 et	 al.	 (2001).	 Functional	 Analysis	 of	 Proteins	 Involved	 in	 Movement	 of	 the	
Monopartite	 Begomovirus,	 Tomato	 Yellow	 Leaf	 Curl	 Virus.	 Virology	 291,	 110–125.	
doi:10.1006/viro.2001.1194.	


















Routh,	 A.,	 and	 Johnson,	 J.	 E.	 (2014).	 Discovery	 of	 functional	 genomic	 motifs	 in	
viruses	 with	 ViReMa-a	 Virus	 Recombination	 Mapper-for	 analysis	 of	 next-generation	
sequencing	data.	Nucleic	Acids	Research	42,	e11–e11.	doi:10.1093/nar/gkt916.	
Rozera,	G.,	Abbate,	I.,	Bruselles,	A.,	Vlassi,	C.,	D'Offizi,	G.,	Narciso,	P.,	et	al.	(2009).	
Massively	 parallel	 pyrosequencing	 highlights	 minority	 variants	 in	 the	 HIV-1	 env	




mixed	 infections	 and	 recombination.	 Journal	 of	 Virology	 75,	 8054–8062.	
doi:10.1128/JVI.75.17.8054-8062.2001.	
Rudd,	S.	G.,	Bianchi,	J.,	and	Doherty,	A.	J.	(2014).	PrimPol—A	new	polymerase	on	




Ruiz-Jarabo,	 C.	 M.,	 Ly,	 C.,	 Domingo,	 E.,	 and	 Torre,	 J.	 C.	 de	 L.	 (2003).	 Lethal	
mutagenesis	of	 the	prototypic	arenavirus	 lymphocytic	 choriomeningitis	virus	 (LCMV).	
Virology	308,	37–47.	doi:10.1016/S0042-6822(02)00046-6.	
















Santiago,	M.	 J.,	 Ruiz-Rubio,	M.,	 Dio,	 L.	 D.,	 González-Reyes,	 J.	 A.,	 and	 Alejandre-
Durán,	E.	(2008).	Ubiquitous	expression	of	two	translesion	synthesis	DNA	polymerase	
genes	in	Arabidopsis.	Planta	227,	1269–1277.	doi:10.1007/s00425-008-0698-0.	
Sanz,	A.	 I.,	 Fraile,	A.,	García-Arenal,	 F.,	 Zhou,	X.,	Robinson,	D.	 J.,	Khalid,	 S.,	et	al.	











J.,	 et	 al.	 (2002).	 High	 Genetic	 Stability	 of	 the	 Begomovirus	 Tomato	 yellow	 leaf	 curl	
Sardinia	virus	 in	Southern	Spain	Over	an	8-Year	Period.	Phytopathology	92,	842–849.	
doi:10.1094/PHYTO.2002.92.8.842.	
Sánchez-Campos,	 S.,	 Navas-Castillo,	 J.,	 Camero,	 R.,	 Soria,	 C.,	 Díaz,	 J.	 A.,	 and	
Moriones,	E.	(1999).	Displacement	of	Tomato	Yellow	Leaf	Curl	Virus	(TYLCV)-Sr	by	TYLCV-
Is	 in	 Tomato	 Epidemics	 in	 Spain.	 Phytopathology	 89,	 1038–1043.	
doi:10.1094/PHYTO.1999.89.11.1038.	
Sánchez-Durán,	M.	A.,	 Dallas,	M.	 B.,	 Ascencio-Ibañez,	 J.	 T.,	 Reyes,	M.	 I.,	 Arroyo-
Mateos,	M.,	Ruiz-Albert,	 J.,	et	al.	 (2011).	 Interaction	between	geminivirus	 replication	
protein	 and	 the	 SUMO-conjugating	 enzyme	 is	 required	 for	 viral	 infection.	 Journal	 of	
Virology	85,	9789–9800.	doi:10.1128/JVI.02566-10.	
Schiavone,	 D.,	 Jozwiakowski,	 S.	 K.,	 Romanello,	M.,	 Guilbaud,	 G.,	 Guilliam,	 T.	 A.,	
Bibliografía	
	 295	
Bailey,	 L.	 J.,	 et	 al.	 (2016).	 PrimPol	 Is	 Required	 for	 Replicative	 Tolerance	 of	 G	
Quadruplexes	 in	 Vertebrate	 Cells.	 Mol.	 Cell	 61,	 161–169.	
doi:10.1016/j.molcel.2015.10.038.	
Schneider,	W.	 L.,	 and	 Roossinck,	M.	 J.	 (2000).	 Evolutionarily	 related	 Sindbis-like	
plant	viruses	maintain	different	levels	of	population	diversity	in	a	common	host.	Journal	
of	Virology	74,	3130–3134.	




A.	 (2005).	 A	 NAC	 domain	 protein	 interacts	 with	 tomato	 leaf	 curl	 virus	 replication	
accessory	 protein	 and	 enhances	 viral	 replication.	 The	 Plant	 Cell	 17,	 311–325.	
doi:10.1105/tpc.104.027235.	
Selth,	L.	A.,	Randles,	J.	W.,	and	Rezaian,	M.	A.	(2004).	Host	responses	to	transient	















(2007).	 Foot-and-mouth	 disease	 virus	mutant	with	 decreased	 sensitivity	 to	 ribavirin:	





























Stasolla,	 C.,	 Katahira,	 R.,	 Thorpe,	 T.	 A.,	 and	 Ashihara,	 H.	 (2003).	 Purine	 and	










Antiviral	 activity	 of	 tenofovir	 against	 Cauliflower	mosaic	 virus	 and	 its	metabolism	 in	
Brassica	 pekinensis	 plants.	 Antiviral	 Research	 92,	 378–381.	
doi:10.1016/j.antiviral.2011.08.014.	
Takahashi,	 S.,	 Sakamoto,	 A.	N.,	 Tanaka,	 A.,	 and	 Shimizu,	 K.	 (2007).	 AtREV1,	 a	 Y-
Family	 DNA	 Polymerase	 in	 Arabidopsis,	 Has	 Deoxynucleotidyl	 Transferase	 Activity	 in	
Vitro.	PLANT	PHYSIOLOGY	145,	1052–1060.	doi:10.1104/pp.107.101980.	





Tamura,	 K.,	 Stecher,	G.,	 Peterson,	D.,	 Filipski,	 A.,	 and	 Kumar,	 S.	 (2013).	MEGA6:	
Molecular	Evolutionary	Genetics	Analysis	version	6.0.	Mol.	Biol.	Evol.	30,	2725–2729.	
doi:10.1093/molbev/mst197.	
Tan,	 Z.,	 Wada,	 Y.,	 Chen,	 J.,	 and	 Ohshima,	 K.	 (2004).	 Inter-	 and	 intralineage	




Teng,	 M.	 N.,	 Oldstone,	 M.	 B.,	 and	 la	 Torre,	 de,	 J.	 C.	 (1996).	 Suppression	 of	
lymphocytic	choriomeningitis	virus--induced	growth	hormone	deficiency	syndrome	by	
disease-negative	virus	variants.	Virology	223,	113–119.	doi:10.1006/viro.1996.0460.	
Tissier,	 A.,	 Kannouche,	 P.,	 Reck,	 M.-P.,	 Lehmann,	 A.	 R.,	 Fuchs,	 R.	 P.	 P.,	 and	










K.	 (2001).	 Structure	 of	 the	 catalytic	 core	 of	 S.	 cerevisiae	 DNA	 polymerase	 eta:	
implications	for	translesion	DNA	synthesis.	Mol.	Cell	8,	417–426.	
Tromas,	 N.,	 and	 Elena,	 S.	 F.	 (2010).	 The	 rate	 and	 spectrum	 of	 spontaneous	




during	 CCR5	 antagonist	 therapy	 in	 vivo.	 PLoS	 ONE	 4,	 e5683.	
doi:10.1371/journal.pone.0005683.	
Tugume,	 A.	 K.,	 Mukasa,	 S.	 B.,	 Kalkkinen,	 N.,	 and	 Valkonen,	 J.	 P.	 T.	 (2010).	
Recombination	and	selection	pressure	in	the	ipomovirus	sweet	potato	mild	mottle	virus	
(Potyviridae)	 in	wild	species	and	cultivated	sweetpotato	 in	 the	centre	of	evolution	 in	
East	Africa.	J.	Gen.	Virol.	91,	1092–1108.	doi:10.1099/vir.0.016089-0.	
Ueki,	S.,	and	Citovsky,	V.	(2011).	To	gate,	or	not	to	gate:	regulatory	mechanisms	for	






A	high-resolution,	 nucleosome	position	map	of	C.	 elegans	 reveals	 a	 lack	of	 universal	





van	Kregten,	M.,	 and	Tijsterman,	M.	 (2014).	 The	 repair	of	G-quadruplex-induced	











of	 posttranscriptional	 gene	 silencing.	 Journal	 of	 Virology	 78,	 9487–9498.	
doi:10.1128/JVI.78.17.9487-9498.2004.	
Varghese,	V.,	Shahriar,	R.,	Rhee,	S.-Y.,	Liu,	T.,	Simen,	B.	B.,	Egholm,	M.,	et	al.	(2009).	





J.	 K.,	 et	 al.	 (2014).	 Establishment	 of	 three	 new	 genera	 in	 the	 family	 Geminiviridae:	
Becurtovirus,	 Eragrovirus	 and	 Turncurtovirus.	 Arch	 Virol	 159,	 2193–2203.	
doi:10.1007/s00705-014-2050-2.	











Voinnet,	 O.,	 Pinto,	 Y.	 M.,	 and	 Baulcombe,	 D.	 C.	 (1999).	 Suppression	 of	 gene	
silencing:	a	general	strategy	used	by	diverse	DNA	and	RNA	viruses	of	plants.	Proc	Natl	
Acad	Sci	USA	96,	14147–14152.	doi:10.1073/pnas.96.24.14147.	
Volkenstein,	 P.	 M.	 V.	 (1994).	 “Informational	 Aspects	 of	 Evolution,”	 in	 Physical	
approaches	to	biological	evolution	(Berlin,	Heidelberg:	Springer	Berlin	Heidelberg),	335–
366.	doi:10.1007/978-3-642-78788-1_10.	
Wald,	 A.,	 and	 Wolfowitz,	 J.	 (1943).	 An	 exact	 test	 for	 randomness	 in	 the	 non-
parametric	case	based	on	serial	correlation.	The	Annals	of	Mathematical	Statistics.	
Wang,	E.,	and	Wagner,	G.	J.	(2003).	Elucidation	of	the	functions	of	genes	central	to	
diterpene	metabolism	 in	 tobacco	 trichomes	 using	 posttranscriptional	 gene	 silencing.	
Planta	216,	686–691.	doi:10.1007/s00425-002-0904-4.	
Wang,	Z.,	Huang,	M.,	Ma,	X.,	Li,	H.,	Tang,	T.,	and	Guo,	C.	 (2016).	REV1	promotes	
PCNA	monoubiquitination	 through	 interacting	with	 ubiquitinated	 RAD18.	 J.	 Cell.	 Sci.	
129,	1223–1233.	doi:10.1242/jcs.179408.	
Ward,	B.	M.,	Medville,	R.,	Lazarowitz,	S.	G.,	and	Turgeon,	R.	(1997).	The	geminivirus	














virus	 BPLF1	 deubiquitinates	 PCNA	 and	 attenuates	 polymerase	 η	 recruitment	 to	DNA	
damage	sites.	Journal	of	Virology	86,	8097–8106.	doi:10.1128/JVI.00588-12.	












the	 disassembly	 of	 tobacco	 mosaic	 virus	 particles	 in	 vivo.	 Virology	 239,	 426–434.	
doi:10.1006/viro.1997.8870.	
Wu,	X.,	Xu,	Z.,	and	Shaw,	 J.	G.	 (1994).	Uncoating	of	 tobacco	mosaic	virus	RNA	 in	
protoplasts.	Virology	200,	256–262.	doi:10.1006/viro.1994.1183.	
Wu,	X.,	Zhou,	T.,	Zhu,	 J.,	 Zhang,	B.,	Georgiev,	 I.,	Wang,	C.,	et	al.	 (2011).	Focused	
evolution	of	HIV-1	neutralizing	antibodies	revealed	by	structures	and	deep	sequencing.	
Science	333,	1593–1602.	doi:10.1126/science.1207532.	
Xiao,	M.,	Prabakaran,	P.,	Chen,	W.,	Kessing,	B.,	 and	Dimitrov,	D.	 S.	 (2013).	Deep	
sequencing	and	Circos	analyses	of	antibody	libraries	reveal	antigen-driven	selection	of	
Ig	 VH	 genes	 during	 HIV-1	 infection.	 Exp.	 Mol.	 Pathol.	 95,	 357–363.	
doi:10.1016/j.yexmp.2013.10.004.	














Yu,	 X.-Q.,	 Jia,	 J.-L.,	 Zhang,	 C.-L.,	 Li,	 X.-D.,	 and	 Wang,	 Y.-J.	 (2010).	 Phylogenetic	











Zhang,	W.,	Chen,	 J.,	Yang,	Y.,	Tang,	Y.,	Shang,	 J.,	and	Shen,	B.	 (2011).	A	Practical	
Comparison	 of	 De	 Novo	 Genome	 Assembly	 Software	 Tools	 for	 Next-Generation	
Sequencing	Technologies.	PLoS	ONE	6,	e17915.	doi:10.1371/journal.pone.0017915.	
Zhang,	Y.,	Wu,	X.,	Rechkoblit,	O.,	Geacintov,	N.	E.,	Taylor,	J.-S.,	and	Wang,	Z.	(2002).	









among	 Pakistani	 isolates	 of	 cotton	 leaf	 curl	 virus	 and	 their	 affinities	 to	 DNA-A	 of	










Zrachya,	 A.,	 Kumar,	 P.	 P.,	 Ramakrishnan,	 U.,	 Levy,	 Y.,	 Loyter,	 A.,	 Arazi,	 T.,	 et	 al.	
(2007).	 Production	of	 siRNA	 targeted	 against	 TYLCV	 coat	 protein	 transcripts	 leads	 to	
silencing	 of	 its	 expression	 and	 resistance	 to	 the	 virus.	 Transgenic	 Res	 16,	 385–398.	
doi:10.1007/s11248-006-9042-2.	
	
